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Introducción: La colestasis extrahepática es una de las causas de 
patología inflamatoria fibrogénica en el hígado. Entre las células implicadas 
en esta patología destacan las células cebadas que mediante sus 
mediadores proinflamatorios estimulan las células estrelladas hepáticas que 
adoptan un fenotipo miofibroblástico y por tanto generan fibrosis. Entre los 
modelos experimentales descritos en la rata para el estudio de la colestasis 
extrahepática se deben considerar los que se fundamentan en la 
obstrucción del colédoco por técnicas macroquirúrgicas. Sin embargo las 
complicaciones infecciosas inherentes a estos modelos obliga a utilizar como 
alternativa válida el modelo microquirúrgico de colestasis extrahepática.  
Objetivos: El tratamiento con ketotifén, un fármaco anti-inflamatorio 
estabilizador de células cebadas, que inhibe la síntesis y liberación de sus 
mediadores inflamatorios, en dicho modelo microquirúrgico de colestasis 
extrahepática en la rata, al inhibir la degranulación de las células cebadas, 
disminuiría la liberación hepato-intestinal de mediadores inflamatorios y 
profibrogénicos,  reduciendo la respuesta inflamatoria esplácnica y por tanto  
la fibrosis biliar. 
 Material y Métodos: Para demostrar ésta hipótesis se han utilizado  ratas 
Wistar pseudo-operadas (PSO; n=15) y con colestasis extrahepática 
microquirúrgica (CMQ; n=20) a las 8-9 semanas de evolución post-
operatoria, en las cuales se ha estudiado la presencia de ascitis, 
vasculopatía venosa mesentérica, hipertensión portal y el desarrollo de 
circulación colateral porto-sistémica. Se cuantificaron las concentraciones 
séricas de parámetros de función hepato-biliar por fotocolorimetría, así 
como los niveles de mediadores pro- y anti-inflamatorios en el ileon 
terminal, los ganglios linfáticos mesentéricos y el hígado mediante técnicas 
de inmunoensayo enzimático (ELISA). Por último, se realizó un estudio 
histopatológico hepático y tinción de rojo sirio para cuantificar el área de 
fibrosis hepática. Los mismos parámetros se evaluaron en ratas PSO (n=20) 
y en ratas con CMQ (n=20) que se sacrificaron a las 6 semanas de la 
intervención y en un tercer grupo de ratas PSO (n= 15) y CMQ (n=14) a las 




que se administró ketotifén (10 mg/kg/día; v.o.) desde la sexta semana 
postoperatoria hasta su sacrificio a las 8-9 semanas. 
Resultados: Las ratas con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas 
de p.o., mostraron ascitis, aumento de la presión portal (p<0.001), 
vasculopatía venosa mesentérica y desarrollo de circulación colateral porto-
sistémica con menor aumento de peso corporal (p<0.001), hepato-
esplenomegalia (p<0.001) y atrofia testicular (p<0.001).  Además, en las 
ratas colestásicas se observó hiperbilirrubinemia (p<0.001), y  aumento de 
la fosfatasa alcalina (p<0.001), gamma-glutamiltranspeptidasa (p<0.001), 
ácidos biliares (p<0.001), aspartato-aminotransferasa (p<0.001), colesterol 
(p<0.001) y lipoproteínas de alta (p<0.001), baja (p<0.001) y muy baja 
densidad (p<0.001), respecto de las ratas pseudo-operadas. Asimismo, se 
demostró hipoproteinemia (p<0.001), hipoalbuminemia (p<0.001) y 
aumento de los niveles de creatinina (p<0.001).  
Respecto de la respuesta inflamatoria esplácnica, en las ratas con 
colestasis los niveles de catalasa aumentaron en el íleon (p<0.01) y 
disminuyeron en los ganglios linfáticos mesentéricos, glutation-transferasa 
y glutation-peroxidasa disminuyeron en el hígado (p<0,001) y en los 
ganglios linfáticos mesentéricos. La proteína quimiotáctica de macrófagos 
(MCP-1) aumentó en el hígado (p<0.001), en el íleon (p<0.001),  y en los 
ganglios mesentéricos (p<0.01). TNF-α e IL-1β  disminuyeron en el  hígado 
(p<0.001), pero mientras  TNF-α aumentó progresivamente (desde las 6 a 
las 8-9 semanas del p.o.) en el  íleon (p<0.05), IL-1β  disminuyó 
(p<0.001). Ambas citoquinas proinflamatorias aumentaron en los ganglios 
linfáticos mesentéricos (p<0.05).  IL-10 aumentó en el íleon (p<0.05) y 
disminuyó en el  hígado (p<0.001), IL-4 disminuyó en el hígado (p<0.01) y 
aumentó en el íleon (p<0.001) y en los ganglios linfáticos mesentéricos. El 
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y el factor de 
crecimiento transformador beta (TGFβ)  disminuyeron tanto en hígado como 
en íleon, mientras que  VEGF aumentó en el íleon. Ambos factores de 
crecimiento aumentaron en los  ganglios del mesenterio. En el estudio 
histopatológico hepático de las ratas colestásicas se observó necrosis y 




apoptosis hepatocitaria asociado a una intensa proliferación epitelial biliar y 
fibrosis (p<0.001).  
El tratamiento con ketotifén a las ratas con colestasis aumenta el 
peso corporal (p<0.01),  reduce la ascitis, así como la concentración 
(p<0.001) de IL-13 y de CGRP en el líquido ascítico,  la esplenomegalia 
(p<0.001), la atrofia testicular (p<0.01) y el desarrollo de circulación 
venosa colateral y de vasculopatía venosa mesentérica. Además, la 
administración de ketotifén consigue reducir el índice sérico de AST/ALT 
(p<0.001), de  LDH (p<0.01) y de  creatinina (p<0.001);  en tanto que 
aumentó los niveles séricos de proteínas totales (p<0.05) y de lipoproteínas 
de alta densidad (HDL). Respecto de las concentraciones de mediadores 
inflamatorios en el área esplácnica, ketotifén  disminuye (p<0.001)  los 
niveles de MCP-1 en el hígado, en el íleon y en los ganglios linfáticos 
mesentéricos; también reduce TNF-α en el íleon y en los ganglios linfáticos 
mesentéricos e IL-4,  IL-13 e IL-17A en el hígado (p<0.01). Por último, 
ketotifén disminuye (p<0,001) VEGF en todos los órganos esplácnicos 
estudiados, en tanto que sólo consigue reducir las concentraciones de TGF-
β1 en el hígado (p<0.05) y en el íleon. 
 
Conclusión: Los resultados obtenidos sugieren que la respuesta 
inflamatoria esplácnica mediada por células cebadas constituye un 
importante  factor  patogénico en la producción de patología hepática 
secundaria a colestasis extrahepática y por esta razón el tratamiento 
antiinflamatorio con ketotifén permitiría disminuir las manifestaciones 
clínicas así como la concentración esplácnica de diferentes mediadores 
proinflamatorios, en su mayoría producidos por las células cebadas, que 
están implicados en la fibrogénesis hepática. La importancia de este trabajo 
de investigación se fundamentaría  en que sus resultados permiten un 
mejor  conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos implicados en la 
producción de la cirrosis hepática, cuya inaceptable morbi-mortalidad en la 
clínica humana constituye un reto en la actualidad.  
 
Palabras clave: colestasis, microcirugía, hipertensión portal, ascitis, 
inflamación, fibrosis, cirrosis, células cebadas, ketotifén. 





Introduction: Extrahepatic cholestasis is one of the causes of the liver 
fibrogenesis. Mast cells are the primary cells involved in this pathology, 
through which its pro-inflammatory mediators stimulate hepatic stellate 
cells that adopt a miofibroblastic phenotype, leading to the development  of 
fibrosis.  There are diverse experimental models described in the rat for the 
study of extrahepatic cholestasis, and those based on the obstruction of the 
bile duct using macrosurgical techniques should be considered. However, 
the infectious complications inherent to these models require using valid 
alternative microsurgical extrahepatic cholestasis models.    
Objectives: Treatment with Ketotifen, an anti-inflammatory mast cell 
stabilizer that inhibits the synthesis and release of its inflammatory 
mediators,  which inhibits the degranulation of mast cells  in the above-
mentioned microsurgical  extrahepatic cholestasis model in the rat, would 
reduce the hepatic-intestinal release of inflammatory and profibrogenic 
mediators, thus reducing the splanchnic inflammatory response and 
consequently biliary fibrosis. 
 Material and Methods: Sham-operated Wister rats (PSO; n=15) and rats 
with microsurgical extrahepatic cholestatis (CMQ; n=20) at 8-9 weeks of 
post-operative evolution were used to demonstrate this hypothesis. The 
presence of ascites, mesenteric venous vasculopathy, portal hypertension 
and the development of a portosystemic collateral circulation were studied.  
The serum concentration parameters of the hepatobiliary function were 
quantified by photocolormetrics, and the levels of the pro- and anti-
inflammatory mediators in the terminal ileum, the mesenteric lymph glands 
and the liver were quantified by enzyme immunoessay (ELISA). Lastly, a 
hepatic histopathological study and sirus red staining study was performed 
to quantify the area of liver fibrosis.  The same parameters were assessed 
in sham-operated rats  (n=20) and rats with microsurgical extrahepatic 
cholestatis (n=20), which were sacrificed at 6 weeks post-operation and in 
a third group of sham-operated rats  (n= 15) and rats with microsurgical 




extrahepatic cholestatis  (n=14), which were administered (10 mg/kg/día; 
v.o.) from the sixth week after the operation until sacrificed at 8-9 weeks.   
Results: Rats with cholestasis, at 6 weeks and 8-9 weeks post-operation, 
showed ascites, an increase in portal tension  (p<0.001), mesenteric 
venous vasculopathy and the development of portosystemic collateral 
circulation with a lesser increase of body weight (p<0.001), hepatic 
splenomegaly (p<0.001) and testicular atrophy (p<0.001).  Also, observed 
in the cholestatic rats were hyperbilirubinemia (p<0.001) and an increase in 
alkaline phosphatase (p<0.001), gamma-glutamiltranspeptidase (p<0.001), 
bile acids (p<0.001), aspartate aminotransferase (p<0.001), cholesterol 
(p<0.001)  as well as high  (p<0.001), low (p<0.001) and very low density 
lipoproteins (p<0.001), compared to sham-operated rats.  Likewise, 
hypoproteinemia (p<0.001), hypoalbuminemia (p<0.001) and an increase 
in creatinine levels were shown (p<0.001).  
In terms of the splanchic inflammatory response, in the cholestatic 
rats, the levels of catalase increased in the ileum (p<0.01) and were 
reduced in the mesenteric lymph gland, while  glutathione-transferase and 
glutathione-peroxidase reduced in the liver and (p<0,001) mesenteric 
lymph glands. Macrophage chemotactic proteins  (MCP-1) increased in the 
liver (p<0.001), in the ileum (p<0.001), and the mesenteric glands 
(p<0.01). TNF-α and IL-1β reduced in the liver (p<0.001), while  TNF-α 
progressively increased (from 8-9 weeks post-operation) in the ileum 
(p<0.05), IL-1β  reduced (p<0.001). Both pro-inflammatory cytokines in 
the mesenteric lymph glands increased (p<0.05).  IL-10 increased in the 
ileum (p<0.05) and reduced in the liver (p<0.001), IL-4 reduced in the liver  
(p<0.01) and increased in the ileum (p<0.001) and mesenteric lymph 
glands. The vascular endothelial growth  factor (VEGF) and the transforming 
growth factor beta (TGFβ) reduced in the liver and the ileum while the VEGF 
increased in the ileum. Both growth factors increased in the mesenteric 
glands. In the hepatic histopathologic study of cholestatic rats, necrosis and 
hepatocitary apoptosis were observed secondary to an intense biliary 
epithelial proliferation and fibrosis.   




The treatment of cholestatic rats with Ketotifen increases body weight 
(p<0.01), reduces ascites and the concentration (p<0.001) of IL-13 and 
CGRP in the ascites fluid, splenomegaly (p<0.001), testicular atrophy 
(p<0.01) and the collateral venous circulation and mesenteric venous 
vasculopathy.   Also, the administration of Ketotifen achieves reducing the 
serum indexes of  AST/ALT (p<0.001),  LDH (p<0.01)  creatinine 
(p<0.001); so much that the serum levels of the overall proteins (p<0.05) 
and high density lipoprotiens (HDL) also increased. In terms of the 
concentrations of inflammatory mediators in the splanchnic area, Ketotifen 
reduces (p<0.001) the levels of MCP-1 in the liver, ileum and the 
mesenteric lymph glands; it also reduces TNF-α in the ileum and the 
mesenteric lymph glands and IL-4,  IL-13 and IL-17A in the liver (p<0.01). 
Lastly, Ketotifen reduces (p<0,001) VEGF in all the splanchnic organs 
studied, while it also reduces the concentrations of  TGF-β1 in the liver 
(p<0.05) and the ileum. 
 
Conclusion: The results obtained suggest that the splanchnic inflammatory 
response mediated by mast cells constitutes an important pathological 
factor in the liver pathology secondary to extrahepatic cholestasis. This is 
why the Ketotifen anti-inflammatory treatment would reduce clinical 
manifestations as well as the splanchic concentration of different pro-
inflammatory mediators, which are mostly produced by the mast cells 
involved in hepatic fibrogenesis. The importance of this research work 
would be based on the fact that its results allow for acquiring better 
knowledge of the physiopathological mechanisms involved in the production 
of liver cirrhosis, and whose unacceptable morbi-mortality rate is a 
challenge to human clinical practice today.  
 
Key words: cholestasis, microsurgery, hypertension, ascites, 
inflammations, fibrosis, chirrosis, mast cells, ketotifen. 




























1. COLESTASIS  
 
Las enfermedades colestásicas hepáticas son consecuencia de 
trastornos de la síntesis hepatobiliar y de la excreción de la bilis, lo cual 
comporta la llegada a la circulación sanguínea de productos biliares 
(Hirschfield y cols, 2010). En estas patologías, la lesión de los conductos 
biliares o de los hepatocitos puede inducir un amplio rango de 
manifestaciones clínicas que incluyen desde alteraciones aisladas de la 
bioquímica hepática hasta el fallo hepático o el cáncer hepatobiliar. Las 
causas del síndrome colestásico pueden ser congénitas, inmunológicas, 
estructurales –obstructivas/vasculares- y tóxicas (Hirschfield y cols, 2010). 
Se pueden desarrollar varias formas de colestasis, bien por una alteración 
de la secreción biliar, por una obstrucción del flujo biliar, o por una 
combinación de ambas. A su vez, el deterioro en el flujo biliar que conduce 
a la colestasis puede acontecer de forma aguda o crónica. Como 
consecuencia se produce una retención de ácidos biliares, bilirrubina y otros 
solutos colefílicos en el hígado y en la sangre y un déficit de ácidos biliares 
en el intestino. 
Aunque los colangiocitos sólo representan una pequeña proporción 
(3-5%) de las células que forman el parénquima hepático (Alpini et al., 
2001; Hirschfield y cols, 2010), desempeñan un papel fisiopatológico 
relevante en la composición de la bilis durante su tránsito por la vía biliar, 
que implica la secreción y absorción de agua, electrolitos y otros solutos 
orgánicos  de la bilis hepatocelular (Alvaro y cols., 1997; Alpini y cols., 
2001; Racanelli and Rehermann, 2006; Glaser y cols. 2006). Los 
colangiocitos son unas células epiteliales ciliadas que delinean la vía biliar, 
una intrincada red de conductos biliares interconectados que aumentan 
progresivamente su diámetro desde los conductos de Hering hasta la vía 







Figura 1. Unidad funcional hepática. Los canalículos biliares drenan en los 
canales de Hering y estos a su vez en los dúctulos biliares, que desembocan en los 
conductos biliares interlobulares, situados en los espacios porta (EP). (Arias y cols, 
1993 
 
Los colangiocitos de los grandes conductos biliares interlobulares 
intervienen fundamentalmente en funciones secretoras, en tanto que los 
que delimitan los conductos biliares intrahepáticos más pequeños, los 
colangiolos y los conductos de Hering están implicados en la respuesta 
inflamatoria y proliferativa (Alpini y cols, 1996; Alpini y cols, 1997). Los 
cilios de los colangiocitos se extienden desde la membrana plasmática 
apical hasta la luz del conducto biliar y regulan funciones 
mecanosensoriales, osmosensoriales y quimiosensoriales (Masyuk y cols., 
2006; Masyuk y cols., 2008). La estimulación de los colangiocitos por vías 
paracrina y endocrina induce la secreción de agua y la alcalinización de la 
bilis (Srazzabosco y cols, 1991; Kanno y cols., 2001; Esteller, 2008). En 
éste proceso se integran estímulos prosecretores (secretina, glucagón, 





antisecretores (somatostatina y endotelina-1) (Fiorotto y cols., 2007; 
Minagawa y cols., 2007; Srazzabosco y cols, 2009). 
El hepatocito es una célula poligonal polarizada que posee una 
membrana plasmática con una superficie basolateral, localizada en el 
espacio de Disse, subyacente a las células endoteliales del sinusoide, y una 
cara apical que delimita el canalículo biliar  (Li y Crawford, 2004). El 
transporte de proteínas desde la membrana basolateral (sinusoidal) hasta la 
apical (canalicular) desplaza los ácidos biliares desde la sangre sinusoidal 
hasta el canalículo biliar mediante una eficiente circulación enterohepática 
estrechamente regulada (Zollner y Trauner, 2008; Boyer, 2009). La 
membrana plasmática basolateral contiene proteínas transportadoras que 
utilizan gradientes de Na+ y de pH para captar solutos orgánicos desde la 
sangre hacia el interior del hepatocito. Y la membrana canalicular tiene 
sistemas de transporte activo que facilitan la secreción de solutos orgánicos 
hacia la luz canalicular. Receptores nucleares regulan la transcripción de 
genes que codifican proteínas implicadas en los sistemas de transporte 
hepatobiliar, de síntesis y detoxificación de ácidos biliares y de fibrogénesis 
(Fiorucci y cols, 2004; Fickert y cols, 2009; Wagner y cols. 2010). Los 
ácidos biliares son internalizados a través de la membrana basolateral de 
los hepatocitos por la proteína cotransportadora de Na+/taurocolato y 
transportadora de aniones orgánicos (Na+/taurocholate cotransporter and 
organic anion transporting proteins, OATP2/OATPB1) (Konig y cols., 2006). 
Los principales solutos orgánicos secretados en la bilis son sales biliares 
conjugadas con taurina o con glicina (ursodeoxicolato, colato, 
quenodeoxicolato, deoxicolato y litocolato), fosfatidilcolina, colesterol, 
glucurónidos de bilirrubina y glutation (Nathanson y Boyer, 1991; Li y 
Crawford, 2004). La exportación activa hacia la bilis es mediada  por la 
bomba canalicular exportadora de sales biliares (canalicular bile SALT 
export pump, ABCB11) y por la bomba canalicular exportadora conjugada 
(canalicular conjugate export pump; MRP2). MRP2 regula el transporte 
canalicular de aniones orgánicos, como la bilirrubina (Nies y Keppler, 2007; 
Lam, y cols., 2010).  Por último, La formación de micelas mixtas en la bilis  
resulta de la presencia de ácidos biliares, colesterol y fosfatidilcolina y la 





(multi-drug- resistant 3 protein; MDR3) controla activamente éste proceso 
(Davit-Spraul y cols., 2010) 
Si la etiología de la colestasis es obstructiva, dependiendo del nivel 
anatómico de la obstrucción, se clasifica en intrahepática y extrahepática. 
Las causas más frecuentes de colestasis intrahepática en la clínica humana 
son la colangitis esclerosante, la cirrosis biliar primaria, la atresia biliar y las 
hepatopatías de etiología alcohólica, vírica, o farmacológica (Trauner y cols. 
1998; Rutherford y cols, 2006; O´Leary y cols, 2007; Hirschfield y cols, 
2010; Pakarinen y Rintala, 2011; Ramappa y Aithal, 2011), en tanto que la 
patología litiásica y tumoral predominan en la colestasis extrahepática 
(Hirschfield y cols, 2010; Ramappa y Aithal, 2011). 
Pero, independientemente de cuál sea su causa, este síndrome se 
manifiesta clínicamente por ictericia, coluria, acolia y prurito (Schaffner y 
cols. 1979; Sherlock, 1984; Bergasa y cols. 1995a; Bergasa y cols. 1995b; 
Li y cols. 2004; Bathia y cols, 2006; Heathcote EJ, 2007; Oude Elferink y 
cols. 2011; Ramappa y Aithal, 2011). Desde el punto de vista bioquímico, la 
colestasis cursa con niveles séricos elevados de bilirrubina, ácidos biliares, 
fosfatasa alcalina y -glutamil transferasa e hipercolesterolemia (Li y 
Crawford, 2004; Shiha y cols. 2009).  Finalmente cursa con fibrosis, cirrosis 
y signos clínicos de insuficiencia hepática y encefalopatía hepática (Boyer y 
cols 2007; Newton y cols. 2008) Incluso, si la obstrucción es crónica se ha 
demostrado la evolución tumoral de éste proceso (Xia  y cols., 2007; Aller y 
cols., 2010; Yang y cols., 2011). 
En conclusión, la patología derivada de la colestasis incluye aspectos 
morfológicos: acúmulo o estasis de bilis en la vía biliar y en los hepatocitos; 
funcionales: disminución de la secreción hepática de bilis y del flujo biliar 
canalicular; y clínicos: retención en la circulación sanguínea de sustancias 
que normalmente son excretadas en la bilis (Sherlock, 1997; Li y cols. 
2004; Zollner  y cols, 2008;  Chu y cols., 2010; Hirschfield y cols., 2010; 







2. ANATOMÍA DE LA VÍA BILIAR EN LA RATA 
 
El hígado de la rata se compone de cuatro lóbulos,  denominados 
medio (LM), lateral izquierdo (LLI), lateral derecho (LLD) y caudado (LC) 
que, a su vez poseen una vascularización porto-arterial y un drenaje biliar y 
venoso individualizado (Castaing y cols. 1980; Lorente y cols. 1995, Lorente 
y cols., 2009) (Figura 2). Además, algunos autores describen el proceso 
caudado (PC) como el segmento de parénquima comprendido entre los 




Figura 2. El hígado de la rata se compone de cuatro lóbulos: lateral derecho (LLD), 
medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) que, a su vez poseen una 
vascularización porto-arterial y un drenaje biliar y venoso individualizado. 
 
 
 La vía biliar tiene una estructura similar a un árbol, en el cual el 
colédoco y los conductos biliares lobulares  corresponderían al tronco que se 
ramificarían progresivamente en los conductos biliares interlobulares (Figura 
3), los dúctulos biliares  o canales de Hering y, finalmente los canalículos 
biliares (Figura1) (Phillips y cols., 1987; Benedetti y cols. 1996;  Aller y 
cols.  2008; Lorente y cols. 2009). 
La vía biliar extrahepática en la rata está constituida por el colédoco, 
que en su trayectoria ascendente recibe en el hilio hepático los siguientes 
conductos biliares lobulares: conductos inferiores o caudales, 





superiores o craneales,  correspondientes a los lóbulos lateral izquierdo y 




Figura 3. Distribución habitual de los conductos biliares de primer orden en la rata. 
CBD: Vía biliar principal; E: Esófago; S: Estómago; D: Duodeno. 
 
 
3. COLESTASIS EXTRAHEPATICA EXPERIMENTAL 
 
La ictericia obstructiva causa una elevada incidencia de morbi-
mortalidad en la clínica humana (O’Connor, 1985; Poupon y cols, 2000). Las 
severas repercusiones hepáticas y sistémicas de la colestasis (Schaffner y 
cols. 1979; O’Connor, 1985; Sherlock 1986; Li y cols., 2004; Nguyen y 
cols., 2010; Chu y cols., 2010; Hirschfield y cols., 2010; Kremer y cols., 
2011) han sido la causa de la creación de diversos modelos experimentales 
que permitan una mejor comprensión de su patogénesis, profilaxis y 
tratamiento. 
       La ligadura del colédoco en la rata es un modelo experimental utilizado 
tanto para el estudio de la hipertensión portal (Katsuta y cols., 2005; 
Abraldes y cols. 2006) como, en especial, de la colestasis extrahepática 
(Rodríguez-Garay, 2003; Aller y cols, 2009; Aller y cols., 2010). En esencia, 





ligaduras. Esta técnica es macroquirúrgica, ya que no requiere medios de 
magnificación para su realización. Sin embargo, las ratas con colestasis 
extrahepática macroquirúrgica desarrollan un pseudoquiste biliar hiliar por 
dilatación del extremo proximal ligado del colédoco, que se infecta en 
muchas ocasiones por microorganismos Gram negativos de procedencia 
intestinal y los animales fallecen durante las dos primeras semanas de 
evolución postoperatoria por sepsis secundaria a la existencia de múltiples 
abscesos intraperitoneales, hepáticos y pulmonares (Aller et al. 1991; Aller 
et al. 1993, Aller y cols. 2004; Aller et al., 2009a). El cultivo de la bilis 
almacenada en éstos pseudoquistes hiliares es positivo y los gérmenes más 
frecuentes  Escherichia coli y Enterococcus (Aller y cols. 2000), lo cual 
evidencia que en éste modelo experimental se produce traslocación 
bacteriana intestinal.  
Para evitar estas complicaciones infecciosas propusimos la realización 
de una técnica microquirúrgica consistente en la resección de la vía biliar 
extrahepática, que incluye el colédoco hasta el inicio de su porción 
intrapancreática, en continuidad con los conductos biliares que drenan cada 
uno de los cuatro lóbulos hepáticos en la rata (Aller et al. 1993; Lorente et 
al. 1995, Aller et al., 2009a, Aller et al., 2009b; Aller y cols., 2010). Con 
esta técnica microquirúrgica la inexistencia de vía biliar extrahepática 
residual previene la formación de pseudoquistes biliares hiliares, así como 
de abscesos abdómino-torácicos y reduce la mortalidad respecto al modelo 
clásico de ligadura y sección del colédoco (Aller et al. 1993; Aller et al. 
2004; Aller et al., 2009a, Aller et al., 2009b; Aller y cols., 2010).  
En particular, éste modelo de colestasis extrahepática 
microquirúrgica, al conseguir mayor supervivencia, permite obtener a largo 
plazo un nuevo modelo de fibrosis hepática que puede ser de gran utilidad 
para el estudio de nuevas terapias antifibrogénicas. En éste sentido, los dos 
modelos experimentales más utilizados para estudiar la insuficiencia 
hepática  crónica son la administración de tetracloruro de carbono y la 
colestasis por ligadura y sección del colédoco (Assimakopoulos y Vagianos, 
2009).  
En el modelo de colestasis extrahepática en la rata se consideran dos 





tardío cuando se supera este período postoperatorio (Assimakopoulos y 
Vagianos, 2009). Así, cuando la ictericia obstructiva es aguda la colemia 
predomina  sobre la lesión del parénquima hepático, no existiendo todavía 
ni hipertensión portal ni cirrosis, si bien induce efectos inotrópicos y 
cronotrópicos negativos sobre el corazón  (Joubert, 1978; Liu y cols., 2000; 
Nahavandi y cols. 2001; Mani y cols. 2002; Hajrasouliha y cols. 2004), 
altera la respuesta vasoconstrictora simpática (Bomzon y cols., 1985; Jacob 
y cols., 1993) y causa una intensa diuresis y natriuresis, que pueden incluso 
desembocar en hipovolemia (Heindenreich y cols.  1987;  Green y Better, 
1995). Como consecuencia,  se producen hipotensión arterial y disfunción 
renal prerrenal, que es agravada por la endotoxemia que acompaña a este 
modelo experimental. Por el contrario, cuando la evolución de la colestasis 
es crónica (más de cuatro semanas), además de la colemia, la endotoxemia 
y la traslocación bacteriana intestinal  (Deitch y cols., 1990; Clements y 
cols, 1996; Clements y cols., 1998), se produce una lesión significativa 
hepática, con cirrosis biliar, hipertensión portal y ascitis (Green y Better, 
1995; Geerts y cols., 2008) que se asocia a una lesión renal similar 
fisiopatológicamente al síndrome hepatorrenal de los enfermos cirróticos. 
Por éste motivo la colestasis obstructiva extrahepática crónica en la rata se 
ha propuesto como un modelo experimental valido para el estudio de la 
fisiopatología y de nuevas opciones terapéuticas en ésta grave situación en 
la clínica humana (Assimakopoulos y Vagianos, 2009) 
En general, la mayoría de estos modelos experimentales han sido 
utilizados para el estudio de aquellos mecanismos patogénicos implicados 
en los procesos inflamatorios causantes de diversas patologías. En 
particular, en el caso del modelo experimental de colestasis, se han 
estudiado la anatomía de la vía biliar extrahepática en la rata Wistar 
(Lorente y cols. 1995), la incidencia de infecciones postoperatorias (Aller y 
cols. 1993a), la técnica microquirúrgica de colestasis extrahepática en la 
rata (Aller et al. 1993b), y, entre las alteraciones hepáticas secundarias a 
colestasis,  los parámetros sanguíneos propios de lesión hepatobiliar, el 
grado de fibrosis y proliferación biliar (Aller y cols. 2004a; Aller y cols. 
2004b) y el metabolismo oxidativo hepato-intestinal (López y cols. 2001) y 





Esta técnica microquirúrgica de colestasis extrahepática puede ser 
también realizada en el ratón (Aller y cols. 2009a; Aller y cols. 2009b).  El 
hígado del ratón, al igual que el de la rata, está compuesto por cuatro 
lóbulos que reciben los mismos nombres La principal diferencia en la vía 
biliar de ambos roedores es que el ratón posee vesícula biliar. Por ello, si se 
efectúa ligadura del colédoco se produce una marcada dilatación de la 
vesícula biliar que puede evolucionar a perforación y coleperitoneo 
(Abraldes y cols. 2006). Por ello la colestasis extrahepática microquirúrgica 
en el ratón precisa  añadir una colecistectomía. La disección, ligadura y 
sección de los conductos biliares de los lóbulos medio y lateral izquierdo se 
simplifica si se realiza previamente la disección de la vesícula biliar y del 
conducto cístico (Aller y cols. 2009a; Aller y cols. 2009b).  
La utilización profiláctica de antibióticos de amplio espectro 
(ceftacidima 50mg/kg) y la administración semanal de vitamina K1 (8 
mg/kg i.m.) permite reducir la mortalidad precoz de éstos animales (Beck y 
Lee, 1995; Huan y cols. 2003; Akimoto y cols, 2005; Abraldes y cols. 
2006).  
A largo plazo, ambos modelos de colestasis extrahepática, macro y 
microquirúrgica, cursan con hepatomegalia asociada al  desarrollo de una 
intensa fibrosis y proliferación biliar, fibrosis y de un moderado grado de 
infiltración inflamatoria portal, así como de muerte hepatocitaria por 
necrosis y/o apoptosis, si bien la pérdida de la arquitectura hepática normal 
típica de cirrosis se observa en raras ocasiones (Kountouras y cols. 1984; 
Aller y cols. 1993; Aller y cols. 2004; Abraldes y cols. 2006).  
Respecto de las alteraciones extrahepáticas destacan la ictericia, la 
coluria (Huang y cols. 2003; Aller y cols. 2004), la hipertensión portal con 
esplenomegalia y circulación colateral portosistémica (Aller y cols. 1993; 
Huang y cols. 2003; Aller y cols. 2004; Chan y cols. 2004; Katsuta y cols. 
2005), la insuficiencia renal (Assimakopoulos y Vagianos, 2009) la 
encefalopatía hepática (Bergasa y cols., 1992; García-Moreno y cols. 2002; 
García-Moreno y cols. 2005;  Butterworth y cols., 2009; Huang y cols. 
2010; Magen y cols. 2010; Assimakopoulos y cols. 2010; Eslimi y cols. 





2010b). Por lo tanto, la colestasis extrahepática experimental no es sólo un 
modelo idóneo para estudiar la patología hepática secundaria a la 
obstrucción biliar, sino también sus complicaciones extrahepáticas.  
 
4. FISIOPATOLOGIA DE LA COLESTASIS  
Las alteraciones hepáticas que se producen como consecuencia de la 
colestasis extrahepática han sido comparadas a las que protagonizan la 
curación de las heridas, esto es, la proliferación epitelial y, en particular, la 
fibrogénesis (Bissell, 2004; Aller  y cols., 2008; Meran y Steadman; 2011). 
La patogenia de la fibrosis hepática  consiste en un depósito excesivo de 
colágeno fibrilar y otras proteínas de la matriz extracelular que distorsiona 
la arquitectura hepática e induce  capilarización sinusoidal e hipertensión 
portal. En esencia, la fibrosis hepática es un proceso dinámico de reparación 
tisular aberrante  en el que los fenómenos claves son la activación y 
transformación  de las células estrelladas hepáticas quiescentes en células 
similares a miofibroblastos, por un proceso de transición epitelio-
mesenquimal de tipo 2, con el subsiguiente incremento en la síntesis de 
proteínas, como actina de musculo liso-α, de colágeno, metaloproteasas de 
la matriz, inhibidores tisulares de metaloproteasas y proteoglicanos 
(Mormone y cols., 2011; Meran y Steadman, 2011; Fragiadaki y Mason, 
2011).  
Inmediatamente después de la obstrucción completa de la vía biliar 
en la rata se produce un intenso incremento (60%) de la presión biliar 
intraductal (Slott y cols. 1990; Azmaiparashvili y cols. 2009) y esto es 
seguido por alteraciones patológicas de la matriz extracelular (Desmouliere 
y cols. 1997). Por el contrario, la descompresión biliar, al suprimir el estrés 
mecánico, revierte las lesiones hepáticas inducidas por la ligadura del 
colédoco (Ramm y cols. 2000; Matsumoto y cols., 2002;  Costa y cols. 
2003; Kirkland y cols. 2010). Estos estudios demuestran la relevancia de la 
energía mecánica en la etiopatogenia de la patología hepática secundaria a 





La respuesta del hígado de los roedores a la lesión obstructiva biliar 
implica su reprogramación transcripcional, favoreciendo la activación de 
genes reguladores del metabolismo, de la proliferación celular y de la 
remodelación de la matriz de forma secuencial y limitada en el tiempo 
(Campbell y cols. 2004; Wang  y cols. 2005). Aunque se produce una 
activación predominante de genes metabólicos en todas las fases 
posteriores a la ligadura del colédoco, desde una fase inmediata (1 día) 
hasta una fase tardía (21 días), la afectación de vías metabólicas específicas 
es diferente dependiendo de la duración de la obstrucción (Campbell y cols. 
2004). En tanto que algunos genes son activados en el periodo precoz de la 
colestasis, por ejemplo genes implicados en la disrupción del metabolismo 
lipídico y en la fibrosis,  otros genes, como son los implicados en 
mecanismos de protección celular frente a la agresión por acumulación 
tóxica de ácidos biliares, son inhibidos (Kojima y cols. 2004).  
Después de la ligadura del colédoco el hígado de la rata sufre severas 
alteraciones hemodinámicas, portales y arteriales, que pueden comportar 
lesiones por isquemia-reperfusión y estrés oxidativo (Huang  y cols. 2009; 
Yang y cols. 2012; Oguz y cols., 2012). El aumento de la resistencia 
vascular en el sistema portal hepático secundario a colestasis extrahepática 
produce hipertensión portal (Ohara y cols. 1993; Li y Yang, 2005; Van 
Steenkiste y cols. 2010) e isquemia hepática, asociadas a una síntesis 
deficitaria del enzima óxido nítrico sintasa-inducible (eNOS) y de óxido 
nítrico (NO) (Barón y cols. 2000; Lee y cols., 2010).  
La vía biliar es vascularizada por el plexo peribiliar (Gaudio y cols. 
1996; Li y cols. 2007; Toki y cols. 2011), localizado alrededor de los 
conductos biliares de menor calibre, haciéndose así progresivamente más 
estrecho y más simple (Gaudio y cols. 1996). Estas características del plexo 
peribiliar permiten asumir que el aumento de presión intraductal con 
dilatación de la vía biliar en la colestasis extrahepática podría comprimir el 
plexo peribiliar con la consiguiente isquemia de la vía biliar. Sin embargo, 
se ha descrito que después de la disminución del flujo sanguíneo a través 
de la vena porta se produce un aumento del flujo arterial hepático o 
“hepatic arterial buffer response” (Lautt, 1983). Además, dos semanas 





significativa del plexo peribiliar, que drena por pequeñas vénulas en ramas 
de la vena porta y en los sinusoides hepáticos (Gaudio y cols. 1996). A su 
vez, la lesión por isquemia-reperfusión ha sido implicada en la patogénesis 
de la colestasis intrahepática (Tanaka y cols. 2006; Toki y cols., 2011).  
Las ratas con ligadura del colédoco sufren una excesiva acumulación 
de ácidos biliares hidrofóbicos que son  considerados la causa principal de 
hepatotoxicidad (Gartung  y cols., 1996; Poli, 2000). Además, se produce 
un deterioro parcial de las funciones de la cadena transportadora de 
electrones mitocondriales y estrés oxidativo (Poli, 2000; Huang y cols. 
2003). La retención y el acúmulo de sales biliares hidrofóbicas (tauro- y 
glicoquenodesoxicolato) puede inhibir la actividad antioxidante hepática de 
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reducido y superóxido dismutasa, 
así como inducir necrosis hepatocitaria al activar la permeabilidad de la 
membrana mitocondrial (Orellana y cols. 1997; Wang y cols. 2007; 
Portincasa y cols. 2007; Assimakopoulos, 2007; Arduini y cols. 2011). 
Existe por tanto una estrecha relación entre la ictericia obstructiva 
experimental y el estrés oxidativo (Orellana y cols. 1997; Assimakopoulos y 
cols. 2004; Wang y cols. 2007). Así, se ha demostrado que el tratamiento 
con antioxidantes mejora el estado redox celular hepático (Assimakopoulos 
y cols. 2004; Soylu y cols. 2006),  y  las funciones hepáticas al inhibir la 
formación de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Soylu y cols. 2006; 
Assimakopoulos y cols. 2007; Portincasa y cols. 2007; Tahang y cols. 
2007).  
Por consiguiente, en la fase precoz tras ligadura del colédoco en la 
rata el insuficiente aporte de oxígeno que sufre el hígado, como 
consecuencia de las alteraciones hemodinámicas, así como a la incorrecta 
utilización del oxígeno por la hepatotoxicidad de las sales biliares, 
constituirían factores etiológicos esenciales de la inhibición del metabolismo 
energético hepático. Como consecuencia, el hígado reduce su capacidad 
funcional para poder satisfacer las necesidades metabólicas tisulares. La 
lesión oxidativa hepática podría disminuir el contenido intracelular de 





membrana, como son las proteínas reguladoras del transporte de H
2
O e 
iones (Portincasa y cols. 2007), lo cual induciría edema intersticial y celular. 
Además, el aumento de peroxidación lipídica hepática, un marcador de 
estrés oxidativo (Portincasa y cols. 2007), puede relacionarse con el 
aumento de la permeabilidad de membrana, el aumento de la degradación 
de los componentes de la matriz extracelular y el edema (Kenett y Davies, 
2007).  
La acumulación intersticial de fragmentos de glicosaminoglicanos 
(GAGs) sería un importante mecanismo de la formación del edema debido a 
las propiedades hidrofílicas de GAGs, en particular de hialuronan (Day y de 
la Motte, 2005; Cantor y Nadkarni, 2006; Stein y cols. 2006; Kennett y 
Davies, 2007; Yung y Chan 2007; Bartlett y cols. 2007; Jiang y cols. 2007). 
GAGs son largas cadenas de polisacáridos no ramificadas compuestas de 
unidades repetidas de disacáridos que tienden a adoptar conformaciones en 
espiral, muy extendidas y que ocupan un gran volumen en relación con su 
masa. Estos polisacáridos atraen y atrapan agua e iones, con lo cual forman 
geles hidratados, aunque permiten el flujo a su través de nutrientes para 
las células (Alberts y cols. 1983; Rodees y Simons, 2007; Jiang y cols. 
2007; Solís-Herruzo y cols., 2011). En situaciones de inflamación 
hialuronan es más polidisperso y tiende a formas de menor peso molecular, 
favoreciendo así la infiltración edematosa de los tejidos (Jiang y cols. 2007), 
el flujo del líquido intersticial y el gradiente de presión del sistema linfático 
(Chen y Fu, 2005).  
Además, la tensión mecánica producida por la ligadura del colédoco 
puede alterar por mecanotransducción la remodelación de los 
proteoglicanos y de GAGs en el intersticio (Evanko y cols. 2007). 
Virtualmente todos los órganos y tejidos están organizados en jerarquías 
estructurales y poseen una capacidad de respuesta mecánica inmediata 
aumentando su rigidez en proporción directa al estrés mecánico aplicado 
(Ingber, 2006). La rigidez de la matriz extracelular y la tensión mecánica 
que resulta de la adhesión celular a sustratos rígidos es fundamental para 
determinar el fenotipo expresado por muchas células en cultivo (Bischofs y 





En el modelo de fibrosis biliar por CCl
4 
en la rata se ha descrito la 
inducción precoz de rigidez hepática. Este aumento de la consistencia y/o 
rigidez hepática parece ser el resultado del aumento de la cantidad de 
matriz neoformada, de la reticulación de la matriz y, posiblemente de otras 
variables desconocidas (Georges y cols. 2007). Este aumento  precoz en la 
rigidez hepática podría ser la causa  de la diferenciación de los 
miofibroblastos en las patologías hepáticas (Georges y cols. 2007; Muddu y 
cols. 2007). La expresión de  la función miofibroblasto aporta a las células 
estrelladas hepáticas activadas la capacidad para comportarse como células 
musculares lisas y, por consiguiente, responden a las sustancias vasoactivas 
contrayéndose (Lee y Friedman, 2011). Además, la contracción de las 
células estrelladas activadas regula el diámetro de la vascularización 
hepática y altera el flujo sanguíneo y la presión hepática (Winau y cols. 
2008).  
La adquisición posterior en la evolución del hígado colestásico de un 
fenotipo inmune afecta a las células parenquimatosas (hepatocitos y 
colangiocitos), a las no parenquimatosas (células endoteliales sinusoidales, 
células de Kupffer y miofibloblastos) y a las células sanguíneas que migran 
al intersticio hepático (Azouz y cols. 2004; Morwood y Nicholson, 2006; 
Szabo y cols. 2007; Muddu y cols. 2007; Winaw y cols. 2008). Sin 
embargo, el espacio intersticial parece ser el que modula la actividad 
inflamatoria de las células inmunes tras la ligadura del colédoco en la rata 
(Aller y cols, 2008). En particular, los fragmentos de matriz extracelular y 
sus receptores ejercen importantes efectos sobre las células inflamatorias y, 
por ello, se considera que están claramente implicados en la evolución de la 
respuesta inmune intersticial (Morwood y Nicholson, 2006; Adair-Kirk y 
Señor, 2007; Yung y Chan 2007). Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) 
son una familia de enzimas que degradan componentes de la matriz 
extracelular que son expresadas en los tejidos inflamados (Cuenca y cols. 
2006; Malemud, 2006; Zitka y cols., 2010; Löffek y cols., 2011;) y, en 
particular, en el hígado colestásico (Roelo y cols. 1997; Harty y cols. 2005; 
Bergheim y cols. 2006). La destrucción enzimática de la matriz extracelular 
cursa con la liberación inmediata de los mediadores secuestrados en dicha 





Los fragmentos de la matriz extracelular están constituidos por 
moléculas con funciones proinflamatorias que pueden potenciar la respuesta 
inmune activando la respuesta inmune innata y la adquirida (Morwood y 
Nicholson, 2006). Así, las proteínas de la matriz extracelular y el hialuronan 
ejercen una función proinflamatoria uniéndose a los receptores Toll-like 
TLR-4 y TLR-2 (Szabo y cols. 2007), con activación del complejo regulador 
transcripcional NFαB/IκBα y la producción de citoquinas proinflamatorias, 
como TNF-α e IL-1β, y de quimioquinas que inducen la activación y el 
reclutamiento intersticial de leucocitos (Morwood y Nicholson, 2006). Los 
linfocitos T, una vez activados, se polarizan hacia la producción de distintos 
perfiles de citoquinas (Zhu y cols., 2010; Yagi y cols., 2011). El tipo 1 (Th
1
) 
sintetiza interferón γ (IFN-γ) e IL-2 y, los de tipo 2 (Th
2
) producen IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 e IL-13. Las citoquinas Th
2 
están implicadas 
fundamentalmente en la mediación de la inflamación alérgica y los 
trastornos fibroproliferativos crónicos (Azouz y cols. 2004).  
Los macrófagos residentes en el hígado, o células de Kupffer, se 
localizan fundamentalmente en el área periportal del lobulillo y, debido a su 
localización, podrían desempeñar un papel fundamental en la lesión 
secundaria a isquemia-reperfusión (Kolios y cols. 2006;  Abu-Amara y cols, 
2010; Jaeschke y cols., 2012). Pero las células de Kupffer están también 
implicadas en la inflamación hepática que produce la colestasis mediante la 
liberación de sustancias biológicamente activas que inducen un proceso 
inmunopatogénico (Minter y cols. 2005; Abrahám y cols., 2008; Zandieh y 
cols., 2011; Cheng y cols., 2011).  
Las células de Kupffer están claramente afectadas en la obstrucción 
biliar (Minter y cols. 2005; Abrahám y cols., 2008; Zandieh y cols., 2011; 
Cheng y cols., 2011) y muestran una activación de la fagocitosis y una 
marcada respuesta proinflamatoria frente a endotoxina y a la proteína de 
unión a lipopolisacárido (lipopolysacharide-binding protein, LBP), ambas 
aumentadas en colestasis extrahepática (O’Neil y cols. 1997; Minter y cols. 
2005; Kolios y cols. 2006; Isayama y cols. 2006; Minter y cols., 2008; 
Kassel y cols., 2011). La hipersensibilidad a endotoxina en colestasis es la 





aumento de la peroxidación lipídica (Harry y cols. 1999;  Isayama y cols. 
2006; Abrahám y cols., 2008), con agravamiento de la apoptosis que, 
finalmente progresa a necrosis (Moazzam y cols. 2002; Iida y cols., 2010). 
Sin embargo, la depleción de células de Kupffer agrava la inflamación y la 
necrosis hepatocelular en ratones con colestasis (Gehring y cols. 2006). La 
respuesta proinflamatoria inducida por LPS en ratas con ligadura de 
colédoco es inhibida por lipoproteínas de alta densidad (HDL), que, a su 
vez,  inhibe las vías proinflamatorias hepáticas, restaura la actividad de 
eNOS y reduce la presión portal (Thabut y cols. 2007).  
La inflamación se asocia siempre a la infiltración intersticial por 
leucocitos, un proceso que es regulado por quimioquinas (Aller y cols. 2006; 
Manovani y cols., 2011). En la colestasis extrahepática 
monocitos/macrófagos infiltran el hígado, que hiperexpresa a su vez 
proteína quimioatractora de monocitos (monocyte chemoatractant protein, 
MCP-1), una quimioquina CC y, como resultado éstos monocitos favorecen 
la respuesta inflamatoria (Imamura y cols. 2005; Sigal y cols., 2010). 
Además, la colestasis extrahepática estimula la síntesis de quimioquinas 
CXC que son, en parte, responsables de la infiltración de los tractos portales 
por neutrófilos (Saito y cols. 2000; Gujral y cols. 2003; Patsenker y cols., 
2008; Aller  y cols 2010a). 
Los neutrófilos son componentes esenciales de la respuesta 
inflamatoria precoz a la agresión que sufre el hígado por colestasis 
(Shivakumar y cols. 2004; Laschke y cols., 2010; Jaeschke 2011). En la 
colestasis extrahepática experimental la infiltración intersticial por 
neutrófilos ocurre ya a los tres días de la ligadura del colédoco (Levy y cols. 
1993; Gujral y cols. 2003; Georgiev y cols. 2008). Las células del epitelio 
biliar contribuyen a la inflamación produciendo quimioatractantes de 
neutrófilos (Saito y Maher, 2000; Dold y cols., 2010).  Además, las células 
de Kupffer activadas por la endotoxemia portal secundaria a colestasis, 
estimulan la liberación de quimioquinas por los hepatocitos, lo cual implica a 





En esencia, la inflamación crónica hepática y la fibrogénesis 
constituyen un agregado dinámico de linfocitos, macrófagos y células del 
estroma relacionadas por interacciones autocrinas y paracrinas (Holt y cols., 
2008).   En ratas con ligadura de colédoco a largo plazo persiste una 
importante migración celular alrededor de la triada portal y de la vena 
central que se asocia con un aumento de citoquinas proinflamatorias en el 
hígado (Fernández-Martínez y cols. 2008). Sin embargo, las citoquinas 
proinflamatorias inducen una respuesta hepatocitaria heterogénea al 
estímulo colestásico con una inhibición selectiva de los hepatocitos de la 
zona periportal (Donner y cols. 2007).  
Ambos tipos celulares presentes en el intersticio hepático, las células 
estrelladas y los miofibroblastos, tienen la capacidad de expresar un 
fenotipo inmune. En particular, las células estrelladas hepáticas sintetizan 
un amplio espectro de mediadores inflamatorios, como quimioquinas (MCP-
1, RANTES), factor de activación plaquetario (platelet activation factor, 
PAF), IL-8 y moléculas de adhesión leucocitaria (ICAM-1, VCAM), que son 
necesarias para el reclutamiento y la activación de los leucocitos en el 
intersticio (Bataller y Brenner, 2005; Rockey, 2006; Iredale, 2007; 
Gressner y cols. 2007; Friedman, 2008; Wasmuth y cols, 2010; Wasmuth  y 
Weiskirchen, 2010). El alojamiento de leucocitos en el espacio intersticial 
hepático es favorecido por las células estrelladas hepáticas ya que éstas 
células expresan MMPs, lo cual aumenta la degradación de la matriz 
extracelular (Rockey, 2006; Gressner y cols. 2007; Aller et al 2010a; Day y 
cols. 2011). Por lo tanto, las células estrelladas hepáticas cambian su 
fenotipo contráctil a un fenotipo inmune. Se considera que éstos dos 
fenotipos están íntimamente relacionados, e incluso son interdependientes 
(Rockey, 2006).  
La infiltración del hígado colestásico por células inflamatorias 
(monocitos, neutrófilos) también sería secundaria a traslocación bacteriana 
intestinal. Endotoxinas y bacterias de procedencia intestinal alcanzarían el 
hígado en elevadas concentraciones como consecuencia del aumento de la 
permeabilidad de la barrera mucosa intestinal (Balzan y cols. 2007).  La 
traslocación bacteriana intestinal es una complicación de la hipertensión 





(Garcia-Tsao y Wiest, 2004; Sztrymf y cols. 2005; Karatepe y cols., 2010; 
Huang y cols., 2011). Las bacterias que colonizan la luz intestinal 
constituyen un gran reservorio de productos microbianos, como LPS, 
endotoxinas y otros fragmentos de la pared bacteriana, que son capaces de 
inducir la síntesis de citoquinas proinflamatorias (Garcia-Tsao y Wiest, 
2004). Por lo tanto, la traslocación bacteriana es un mecanismo 
etiopatogénico de infecciones bacterianas en la colestasis experimental 
(Sztrymf y cols. 2005;  Abdeldayem y cols., 2007). El aumento de la 
producción de TNF-α puede inducir traslocación bacteriana en ratas con 
cirrosis y ascitis ya que el bloqueo de TNF-α es capaz de inhibirlo sin 
aumentar la incidencia de infecciones sistémicas (Sztrymf y cols., 2004; 
Francés y cols. 2007; Aller y cols. 2010b; Corradi y cols., 2011) 
Las fases evolutivas tardías del modelo experimental de colestasis 
extrahepática se caracterizan por el desarrollo de angiogénesis, esto es, el 
crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a expensas de vasos pre-
existentes (Kurz y cols. 2003; Davis y cols., 2011; Geudens y Gerhardt, 
2011). Aunque el objetivo final de la proliferación endotelial es formar 
nuevos vasos sanguíneos para el transporte de oxígeno, sustratos y células 
sanguíneas (fase vascular), el endotelio posee otras funciones antes de que 
los nuevos vasos se desarrollen (fase prevascular) (Aller y cols. 2007a, Aller 
y cols. 2007b). Así, en las fases iniciales de la respuesta inflamatoria 
(fenotipos de isquemia-reperfusión y leucocitario), las nuevas células 
endoteliales podrían adoptar una función anti-inflamatoria. Dichas 
propiedades, anti-oxidantes y anti-inmunes, favorecerían la resolución, así 
como la progresión al fenotipo angiogénico vascular (Aller y cols. 2007b). La 
angiogénesis requiere la migración de células endoteliales al espacio 
intersticial, con la consiguiente proliferación y diferenciación en capilares 
(Aller y cols. 2007b).  
En ratas con ligadura de colédoco la proliferación de los conductillos 
biliares, como ocurre en la organogénesis hepática, precede a la 
proliferación de los microvasos que los vascularizan. Después de una 
semana de ligadura de colédoco, a pesar de la intensa proliferación biliar, el 
plexo arterial peribiliar mantiene su arquitectura normal. Por el contrario, 





proliferación de la microvascularización que se extiende desde el plexo 
peribiliar de los tractos biliares (Gaudio y cols. 1996; Glaser y cols, 2009; 
Glaser y cols., 2011).  
El papel fundamental que ejercen los colangiocitos en la angiogénesis 
que ocurre después de la ligadura del colédoco en la rata ha sido 
corroborado al asociar la ligadura de la arteria hepática a la colestasis por 
ligadura del colédoco. En ésta situación, el hígado sufre un aumento de la 
apoptosis de colangiocitos, se altera la proliferación de los colangiolos con  
disminución de la secreción de factor de crecimiento de endotelio vascular 
(vascular endothelial growth factor, VEGF) por los colangiolos y desaparece 
el plexo peribiliar. Curiosamente, las funciones de los colangiocitos y, por lo 
tanto, la integridad del plexo peribiliar son preservadas mediante el 
tratamiento con VEGF-A recombinante (Gaudio y cols. 2006). Igualmente, 
en el trasplante de hígado en el ser humano la regeneración biliar se 
produce a expensas de una proliferación inicial del compartimento epitelial, 
seguido del compartimento vascular que parece ser inducido por la 
expresión epitelial de VEGF-A (Van den Heuvel y cols. 2006).  
 
 
5. LAS CELULAS CEBADAS COMO MEDIADORAS DE INFLAMACIÓN Y 
FIBROSIS 
En la producción de la fibrosis biliar secundaria a colestasis 
extrahepática por ligadura y sección del colédoco han sido implicados 
mediadores de los sistemas nervioso: norepinefrina; inmune: citoquinas, 
quimioquinas y factores de crecimiento,  y endocrino: el sistema renina-
angiotensina. A su vez, la fibrosis hepática que se produce en roedores tras 
la ligadura y sección del colédoco es la consecuencia de un proceso 
inflamatorio de origen biliar (Kershenobich y Weissbrod 2003; Li y Crawford 
2004; Allen y cols., 2011) cursando, por lo tanto, con las alteraciones 
propias de la inflamación: estrés oxidativo y nitrosativo y deterioro de la 
actividad antioxidante, edema de los tractos portales, activación de los 
macrófagos hepáticos y reclutamiento de células inflamatorias, en particular 
infiltración neutrofílica de los espacios periductulares hepáticos y de células 





capilares del plexo arterial peribiliar (Rioux et al. 1996; Takechita y 
Shibayama 2005). En este sentido, la fibrosis biliar es similar al proceso de 
reparación tisular que ocurre en la curación de las heridas y que se 
caracteriza por acúmulo de proteínas de la matriz extracelular, en particular 
de colágeno (Aller  y cols, 2008a)   
Aunque todas las células hepáticas tienen un potencial fibrogénico, 
son las células estrelladas hepáticas las principales productoras de colágeno 
en el hígado. Sin embargo, en tanto que las células estrelladas hepáticas 
activadas son el principal tipo celular fibrogénico en las áreas pericentrales, 
los miofibroblastos portales pueden predominar cuando la lesión hepática 
tiene lugar alrededor de los tractos portales, como es el caso de la 
colestasis extrahepática, en la cual se produce una intensa respuesta 
fibrótica en los tractos portales (Lazaridis et al. 2004; Mormone y cols, 
2011; Lee y Friedman 2011). De hecho, se ha demostrado que los 
fibroblastos portales son capaces de transdiferenciarse en miofibroblastos 
en modelos experimentales de fibrosis en roedores, tras ligadura del 
colédoco, y en la cirrosis biliar humana (Kinnman  y Housset, 2002; Kraglov 
et al. 2006; Omenetti  y cols., 2008, Omenetti y cols., 2011). 
Las células cebadas o mastocitos están ampliamente distribuidas por 
prácticamente todos los tejidos vascularizados del organismo, donde se 
localizan en estrecha proximidad con los vasos sanguíneos y los nervios 
(Galli y cols. 2005). Son especialmente abundantes en los lugares 
anatómicos que están directamente expuestos al medio ambiente, como 
son el tracto gastrointestinal, la piel y las vías aéreas (Galli y cols. 2005; 
Metz y cols. 2007). Se ha demostrado que las células cebadas están 
presentes en el hígado, tanto en condiciones normales como patológicas en 
el ser humano y en la rata (Farrel y cols. 1995; Rioux y cols. 1996). 
Múltiples estudios han comprobado que los mastocitos están implicados en 
diversas hepatopatías (Farrel y cols. 1995; Armbrust y cols. 1997; 
Yamashiro y cols. 1998; Matsunaga y Terada, 2000), demostrándose así 
que éstas células inmunes tienen un papel más amplio de lo que se pensaba 
originalmente (Franceschini y cols. 2006).  
Las células cebadas contienen histamina, heparina, serinproteasas, 





2012), que son importantes mediadoras de los procesos de cicatrización y 
curación de las heridas (Artuc et al. 1999). Por lo tanto, las células cebadas 
desempeñan un papel clave en la remodelación tisular y la fibrosis. Diversos 
mediadores sintetizados por estas células, como triptasa, TGF-β y TNF-α, 
pueden inducir la proliferación de fibroblastos y de células estrelladas 
hepáticas y la síntesis de colágeno por distintos tipos celulares (Gordon y 
Galli 1994; Gara et al. 2002; Vliagoftis y Befus 2005). Las células cebadas 
producen además metaloproteasas de la matriz (MMP-1, MMP-2 y MMP-9), 
así como inhibidores tisulares de MMPs (TIMP-1) (Atamas y White 2003), lo 
cual indica que están también implicadas en la degradación de la matriz 
extracelular, contribuyendo por tanto a un desequilibrio entre su síntesis y 
su degradación (Armbrust et al. 1997).  
Las células cebadas activadas producen gran cantidad de factores 
fibrogénicos y quimiotácticos que inducen la proliferación de los fibroblastos 
y la síntesis de colágeno (Welle 1997; Valent et al. 1998). Las células 
cebadas, por tanto, contribuyen a la fibrosis, remodelación y reparación 
tisular y se acumulan en la enfermedad inflamatoria intestinal en el ser 
humano, incluyendo la colitis ulcerosa, el síndrome de intestino irritable y la 
enfermedad de Crohn (He 2004), así como en la enteropatía hipertensiva 
portal en la rata (Díez-Arias et al. 1991; Prieto et al. 2005). Además, las 
células cebadas están implicadas en el desarrollo de fibrosis en patologías 
del cartílago articular, la piel, el pulmón, el riñón y el hígado (Armbrust et 
al. 1997; Kondo et al. 2001).  
En el hígado se acumulan células cebadas en múltiples enfermedades 
(Fallerel et al. 1995), como son la hepatopatía alcohólica, la cirrosis biliar 
primaria, la colangitis esclerosante primaria, la atresia biliar, la 
hepatolitiasis, el rechazo crónico del injerto hepático y en la colestasis biliar. 
Al igual que en otros órganos y tejidos, en el hígado las células cebadas 
deben estar implicadas en la respuesta inmune local y en el mantenimiento 
y la reparación del tejido conectivo (Pepys y Edwards 1979).  
En el hígado, las células cebadas secretan varios mediadores que 
promueven el crecimiento y la proliferación de los fibroblastos y que 
estimulan la producción de proteínas de la matriz extracelular por los 





hecho, existe una correlación positiva entre el grado de acumulación de 
células cebadas y la extensión del depósito de matriz en pacientes con 
hepatopatías crónicas (Fallerel et al. 1995). Incluso en la actualidad se 
considera que la proliferación ductular biliar, unido a la fibrosis y a la 
infiltración hepática por células cebadas son los cambios característicos de 
la hepatopatía colestásica (Takeshita y Shibayama 2005). 
Se ha comprobado que la degranulación de las células cebadas está 
implicada en la disrupción de los complejos motores celulares secundaria a 
la acción de la colecistoquinina, por lo tanto, las células cebadas están 
activamente implicadas en el control fisiológico y patológico de la motilidad 
intestinal (Saavedra 2003), así como en la permeabilidad de la mucosa 
intestinal, en la adherencia bacteriana a la mucosa y en el inicio de la 
inflamación intestinal. 
En el hígado colestásico se produce la infiltración por células 
inflamatorias (monocitos, neutrófilos, células cebadas), en parte como 
consecuencia de traslocación bacteriana intestinal (Assima y cols. 2006). 
Sin embargo, el origen de la respuesta inflamatoria podría estar localizada 
en los propios colangiocitos, que sufren tanto la hiperpresión biliar y el 
efecto tóxico de los ácidos biliares, como la posible isquemia secundaria a la 
compresión del plexo arterial peribiliar (Nakamura y cols. 1997; Gaudio y 
cols. 2006; Allen y cols., 2011). En éste sentido, la respuesta inflamatoria 
inicial en los colangiocitos estimularía su proliferación, activaría las células 
hepáticas que poseen capacidad proinflamatoria (células de Kupffer y 
macrófagos), induciría la angiogénesis secundaria a la isquemia arterial, 
favorecería la infiltración portal por leucocitos y, finalmente promovería la 
fibrogénesis.  
Las células cebadas participan en el desarrollo de fibrosis hepática, 
tanto en roedores como en el ser humano (Armbrust y cols. 1997; 
Matsunaga y cols. 1999). La ligadura del colédoco en la rata, un modelo de 
fibrosis hepática (Kountouras y cols. 1984), cursa con un aumento de las 
células cebadas en el hígado (Mori y cols. 1966; Rioux y cols. 1996). Sin 
embargo, todavía se desconoce el mecanismo por el cual las células 
cebadas participan en el desarrollo de fibrosis. Ya que la ligadura del 





2004a) y muchos mediadores liberados por las células cebadas son pro-
inflamatorios (Galli y cols. 2005; Metz y cols. 2007; Theoharides y cols., 
2012), se podría especular que la activación de las células cebadas influiría 
en la fibrosis hepática en el contexto de una respuesta inflamatoria crónica. 
En este sentido, la fibrosis asociada a la remodelación tisular, ambas 
mediadas por los mastocitos, podrían ser una de las principales 
consecuencias de la inflamación hepática crónica (Bachelet y cols. 2006; 
Metz y cols. 2007). Por ello, se ha sugerido que la fibrogénesis hepática se 
asemeja a un proceso de cicatrización (Ramadori y Saile, 2004a; Ramadori 
y Saile, 2004b; Aller y cols, 2008a) 
Las interacciones entre las células cebadas y los fibroblastos son 
fundamentales en la génesis de la fibrosis (Gruber, 2003; Albrecht y cols. 
2005). Las células cebadas pueden comunicarse con los fibroblastos, lo cual 
induce su activación y la subsiguiente modulación de algunos aspectos de la 
fibrosis (Albrecht y cols. 2005; Au y cols. 2007). Sin embargo, los 
resultados de un estudio que utilizaba ratas Ws/Ws, deficientes en células 
cebadas, sugirió que un aumento de células cebadas en el hígado podría 
estar asociado con fibrosis, pero que no era la causa (Sugihara y cols. 
1999). Además,  las células cebadas deben participar en la fibrinolisis 
produciendo MMP-1 en los estadios tardíos, tanto de la fibrosis como de la 
cirrosis experimental (Jeong y cols. 2002). Ya que las terapias efectivas de 
la cirrosis hepática deben estar basadas en la comprensión de su patogenia 
(Friedman, 2007), un mejor conocimiento de ésta acción dual, pro- y anti-
fibrogénica de las células cebadas en la fibrosis biliar experimental sería de 
gran interés.  
Las células cebadas en el hígado fibrótico pueden además estar 
implicadas en la arterialización hepática ya que la estructura de los 
sinusoides cambia  y es similar a la de los capilares (Zimmermann y cols. 
1999). Este cambio se denomina “capilarización sinusoidal” y las células 
cebadas pueden ser elementos clave en éste proceso de transformación de 
las células endoteliales sinusoidales en células endoteliales de tipo capilar 
(Zimmermann y cols. 1999; Franceschini y cols. 2006). La capilarización 





causa principal del empeoramiento de la función hepática (Zimmermann y 
cols. 1999).  
La hiperplasia de las células cebadas se asocia con la proliferación 
biliar durante la colestasis extrahepática (Takeshita y Shibayama, 2005; 
Franceschini y cols. 2006). Este hallazgo sugiere que la acumulación de 
células cebadas en las tríadas portales puede estar implicada en la 
proliferación biliar. La recanalización del colédoco previamente ligado 
comporta un incremento brusco y transitorio del número de células 
cebadas, que se asocia con un rápido aumento del número de células 
epiteliales biliares apoptóticas. Así, las células cebadas intersticiales 
hepáticas pueden estar implicadas en la remodelación hepática mediante la 
inducción de apoptosis (Takeshita y Shibayama, 2005).  
Por lo tanto, se podría especular que el papel de las células cebadas 
en la colestasis extrahepática experimental es doble, es decir, que cambia a 
lo largo de la evolución del hígado colestásico.  En fases evolutivas precoces 
las células cebadas participarían en el proceso proinflamatorio que induce la 
proliferación biliar y la fibrogénesis (Rioux y cols. 1996). Sin embargo, la 
colestasis prolongada al modificar el medio ambiente induciría un cambio en 
el fenotipo de los mastocitos, promoviendo la fibrolisis al inducir 
metaloproteasas y, subsiguientemente la degradación de la matriz (Jeong y 
cols. 2002). Este supuesto papel protector y antifibrótico de las células 
cebadas en la colestasis crónica explicaría el incremento persistente de su 
número durante la producción de fibrosis y/o cirrosis hepática, que se 
asocia con un marcado descenso de miofibroblastos y de macrófagos en las 
regiones periportales (Jeong y cols. 2002). Las células cebadas, debido a su 
localización periportal, inducirían la apoptosis del epitelio biliar reduciendo la 
apoptosis hepatocitaria y éste puede ser otro mecanismo por el cual las 
células cebadas inducen una actividad antifibrogénica, así como la 
preservación de los hepatocitos (Canbay y cols. 2004; Ghavami y cols. 
2005).  
Al corregir el imbalance epitelial producido por la colestasis entre los 
dos tipos de células epiteliales hepáticas, biliar (proliferación) y 
hepatocitario (apoptosis), los mastocitos intentarían limitar la fibrosis 





pueden ser asumidas en algunas circunstancias por las células cebadas que 
protagonizarían entonces el control de la inflamación (Kinet, 2007). La 
hiperexpresión de citoquinas proinflamatorias por los colangiocitos 
colestásicos también podría regular tanto las alteraciones en la secreción 
biliar (Geier y cols. 2003) como la supervivencia de los propios colangiocitos 
(Wolf y Vierling 1993).  
La ligadura del colédoco en la rata causa la proliferación biliar con 
elongación del árbol biliar, así como su ramificación (Nakanuma y cols. 
1997; Masyuk y cols. 2001). A su vez, la proliferación biliar induce la 
proliferación vascular o angiogénesis. La vía biliar se rodea de un plexo 
vascular arterial que procede de las ramas de la arteria hepática (Nakamura 
y cols. 1997). Durante el desarrollo embrionario las células epiteliales 
biliares migran a través del mesénquima y se transforman en túbulos 
durante el estadio de formación de la vía biliar intrahepática (Roberts y cols. 
1997). A su vez, el plexo vascular arterial peribiliar se desarrolla y madura 
en relación con el tracto biliar. Sin embargo, en tanto la vía biliar madura, 
el plexo vascular periarterial permanece inmaduro y continúa proliferando 
hasta que alcanza su madurez a lo largo de la vida postnatal (Nakamura y 
cols. 1997). En la colestasis extrahepática la proliferación biliar también 
parece preceder a la proliferación vascular (Gaudio y cols., 2006). Tras la 
ligadura del colédoco en la rata la proliferación de colangiocitos es un 
proceso rápido que consigue ocupar el 30% del total de las células 
hepáticas, en tanto que en el hígado normal los colangiocitos representan el 
2% de la masa celular hepática (Alvaro y cols., 2006). La proliferación de 
colangiocitos es modificada por neuropéptidos, factores de crecimiento y 
hormonas. En particular, el factor de crecimiento de endotelio vascular 
(VEGF) protagoniza la hiperplasia ductular. VEGF-A y VEGF-C aumentan en 
los conductos biliares de ratas con ligadura del colédoco ya que pueden ser 
secretados por los colangiocitos (Gaudio y cols., 2006). Puesto que VEGF 
también regula la angiogénesis, parece lógico suponer que los colangiocitos 
proliferantes controlan, mediante la liberación de VEGF, la formación de un 
plexo vascular que suministre sangre para cubrir las demandas funcionales 





La inflamación de origen biliar también puede inducir la apoptosis de 
los hepatocitos. La hiperproducción de citoquinas (TNF-α) se ha asociado a 
la apoptosis hepatocitaria (Ding y Yin, 2004). En los síndromes colestásicos 
destaca la activación del factor de transcripción NF-κB ya que las elevadas 
concentraciones de ácidos biliares en los hepatocitos  activan NF-κB 
(Miyoshi y cols. 2001; Zollner y cols., 2005). La activación de NF-κB, a su 
vez, promueve la expresión de ligandos asociados a muerte celular por las 
células de Kupffer, como Fas y TNF, que  son citotóxicos para el hígado 
(Nanji y cols, 1999; Ding y cols, 2004; Malhi y cols, 2006).  
Las células progenitoras de células hepáticas ó células madre también 
podrían desempeñar un importante mecanismo en la proliferación biliar. En 
lesiones hepáticas por D-galactosamina la regeneración del hígado ocurre a 
expensas de células epiteliales biliares, denominadas células ovales, que 
derivan probablemente de los canales de Hering. Ya que las células biliares 
que proliferan expresan α-1-fetoproteína, esta reactivación de genes fetales 
ha planteado la existencia de un proceso de retrodiferenciación en la 
colestasis (Kuhlmann 2006).  
En la colestasis extrahepática la alteración hepática predominante es 
la marcada proliferación ductular con una infiltración inflamatoria portal 
moderada y apoptosis hepatocitaria (Sánchez-Patán y cols, 2008a), 
constituyendo un modelo experimental de fibrosis biliar a largo plazo (Aube 
y cols. 2007; Sánchez-Patán y cols., 2008a).  
La fibrosis hepática post-ligadura del colédoco en roedores es la 
consecuencia de un proceso inflamatorio de origen biliar (Kerhenobich y 
Weissbrod, 2003; Li y Crawford, 2004). La fibrosis hepática es la 
acumulación excesiva de proteínas de la matriz extracelular entre las que se 
incluye el colágeno (Bataller y Brenner, 2005; Rockey 2006; Gressner y 
cols. 2007). Un concepto fundamental respecto de la etiopatogenia de la 
fibrosis hepática es que éste proceso representa una respuesta de 
cicatrización por parte del organismo frente a otra agresión que es similar a 
la respuesta de otros órganos a una agresión recurrente (Rockey, 2006; 
Aller y cols, 2008; Aller y cols, 2010c)  
El estrés oxidativo y enzimático y la infiltración por células 





implicados en la patogenia de la proliferación de células epiteliales biliares y 
en la reduplicación y ramificación de los conductos y conductillos biliares 
(Kilicoglu y cols., 2008). Así, se ha sugerido que el efecto hepatoprotector 
de la miel en ratas con ligadura del colédoco podría ser secundario a sus 
actividades antioxidante y anti-inflamatoria (Kilicoglu y cols., 2008).  
Una intensa proliferación biliar en los espacios porta caracteriza a la 
colestasis extrahepática microquirúrgica a largo plazo en la rata. Los 
conductos biliares proliferantes invaden las zonas 1 y 2 del acino de 
Rapapport, pero no la zona 3 o pericentral (Aller y cols., 2004) y ésta es la 
razón de que sea considerada una proliferación “atípica” (Alvaro y cols., 
2007).  
En esencia, la respuesta fisiopatológica del hígado cuando se alteran 
tanto el flujo biliar (colestasis extrahepática) como portal (capilarización 
sinusoidal e hipertensión portal) es la atrofia del área hepática afectada y la 
hipertrofia del área no afectada (Black y Behrus, 2002). 
Histopatológicamente, el complejo atrofia-hipertrofia se caracteriza por 
fibrosis septal en el hígado atrófico con necrosis biliar en mosaico, apoptosis 
y proliferación ductular (Black y Behrus, 2002; Kilicoglu y cols. 2008).  
Los colangiocitos son un epitelio biológicamente importante por los 
múltiples procesos celulares en los que participan, incluyendo el transporte 
de agua, iones y solutos (Boger y Larusso, 2007). Estas células epiteliales 
biliares han sido propuestas como la “diana” principal de los ácidos biliares 
en el hígado. Los ácidos biliares alteran significativamente la secreción, la 
proliferación y la supervivencia de los colangiocitos (Xia y cols., 2006). Así, 
los ácidos biliares pueden antagonizar la pérdida de conductillos biliares 
inducida por la denervación colinérgica en la rata con ligadura de colédoco 
(Marzioni y cols., 2006). Sin embargo, durante su intensa proliferación en 
colestasis obstructiva, los colangiocitos adquieren un fenotipo  
neuroendocrino y secretan múltiples sustancias, entre las que se incluyen 
neurotransmisores (serotonina) (Marzioni y cols., 2005), neuropéptidos  
(péptidos opioides, como met-encefalina) (Muezi y cols. 2006; Mombeini y 
cols. 2006; Nelson y cols. 2006; Marzioni y cols. 2007), hormonas 
(prolactina) (Bogorad y cols. 2006) y sus receptores (estrógenos) (Alvaro y 





a Insulina (Insuline-like growth factor, IGF), el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor; PDGF), el factor de 
crecimiento hepatocitario (hepatocyte growth factor, HGF), TGF-β y VEGF 
(Marzioni y cols. 2006; Alvaro y cols. 2007). La activación de células 
progenitoras hepáticas en el hígado colestásico es regulada por factores 
neuronales y neuroendocrinos que modulan la biología de los colangiocitos 
malignos y no-malignos (Marzioni y cols. 2006).  
La activación de las células estrelladas hepáticas es un factor 
patogénico clave en la producción de fibrosis hepática ya que los 
miofibroblastos resultantes son principalmente responsables del ensamblaje 
del tejido conectivo (Rockey, 2006; Gressner y cols. 2007; Proell y cols. 
2007). Múltiples y variados estímulos contribuyen a la inducción y el 
mantenimiento de la activación de las células estrelladas hepáticas, como 
son el estrés oxidativo, los neurotransmisores (norepinefrina), la Cascada 
Renina-Angiotensina, citoquinas (IL-4, IL-13), quimioquinas y factores de 







) y el factor de crecimiento de tejido conectivo 
(connective tissue growth factor; CTGF) (Sedlaczek y cols. 2001; Rockey, 
2006; Muddu y cols. 2007; Gressner y cols. 2007; Proell y cols. 2007; 
Friedman, 2008; Sánchez-Patán y cols, 2008a). En particular, los radicales 
libres de oxígeno son capaces de activar NF-κB y así, la producción de 
citoquinas proinflamatorias (Aller y cols. 2004). Se establecería por tanto 
una relación entre estrés oxidativo, inflamación y fibrogénesis (Ramadori y 
Smile, 2006b). Además, las células epiteliales que proliferan también son 
una importante fuente de CTGF en la rata con fibrosis biliar (Sedlacze y 
cols. 2001).  
En la colestasis los ácidos biliares inducen apoptosis de los 
hepatocitos y se ha propuesto que dicha apoptosis facilita a su vez la 
activación de las células estrelladas hepáticas (Canbay y cols. 2002). Por lo 
tanto, en la colestasis extrahepática los ácidos biliares están implicados 
tanto en la proliferación biliar como en la fibrogénesis (Isayama y cols. 
2006). Además, la endotoxemia presente en colestasis (Ingoldby y cols. 





colestasis extrahepática, la administración de LPS favorece la fibrogénesis 
hepática. Esta acción fibrogénica de LPS está mediada por CD
14 
y TLR-4 
(Toll-like receptor-4) y es estimulada por la proteína de unión a 
lipopolisacárido (lipid binding protein; LBP) (Isayama y cols. 2006). Ratones 
con ligadura del colédoco y déficit de CD4 no expresan TNF-α, IFN-γ, factor 
inductor de macrófagos (macrophage induction factor, MIF), ni TGFβ, una 
citoquina con potente acción fibrogénica (Yang y cols. 2003; Isayama y 
cols. 2006). Aunque la retención de ácidos biliares por sí sola es suficiente 
para producir lesión hepatocelular, proliferación biliar, respuesta 
inflamatoria moderada y discreta fibrosis, cuando se asocia a estímulo por 
LPS, mediado por el receptor CD
14 
, se activan macrófagos y aumenta la 
síntesis de agentes oxidantes y de citoquinas y, en consecuencia, la fibrosis 
(Isayama y cols. 2006).  
Las células estrelladas hepáticas, al ser estimuladas por PDGF, por 
factor de crecimiento epitelial (epithelial growth factor; EGF) y TGFβ
1 
expresan MMP-2, que induce su migración. La migración de las células 
estrelladas hepáticas es dependiente de Integrinas ya que la administración 




inhiben dicha migración (Yang y cols. 
2003). Otros mediadores que activan a las células estrelladas hepáticas son 
neurotransmisores, como noradrenalina, que aumentan la expresión 
hepática de TGF-β
1 
(Oben y cols. 2004), leptina (Ikejima y cols. 2003) y 
angiotensina II, que no solo aumenta la fibrosis hepática, sino que 
promueve el estrés oxidativo, la inflamación y la trombogénesis (Bataller y 
cols. 2005). Así, las células estrelladas hepáticas son posteriormente 
estimuladas de forma paracrina por trombocitos, leucocitos 
polimorfonucleares, células cebadas y linfocitos que infiltran el hígado, pero 
también por células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales y 
hepatocitos para diferenciarse en miofibroblastos (Szabo y cols. 2007; 
Gressner y cols. 2007; Sánchez-Patán y cols., 2008a). Las células 
estrelladas hepáticas podrían también tener su origen en la médula ósea y 
adquirir el fenotipo miofibroblasto si está presente el medioambiente 





El miofibroblasto hepático es la principal célula responsable de la 
promoción del depósito de colágeno fibrilar en el hígado colestásico 
(Bataller y Brenner, 2005; Gressner y cols. 2007). La gran plasticidad de los 
miofibroblastos hepáticos sugiere que incluso podrían coexistir diversos 
inmunofenotipos en la fibrosis biliar crónica, p.ej. portal, septal, intermedios 
o de transición y perisinusoidales (Cassiman y cols. 2002). La coexistencia 
de transición epitelio-mesenquimal del epitelio biliar o de los hepatocitos ha 
sido también propuesta en ésta patología (Sicklick y cols., 2006; Henderson 
e Iredale, 2007; Friedman, 2008). La coexpresión de marcadores de células 
epiteliales y mesenquimales por algunas células del hígado adulto sugiere 
que la existencia de transición epitelio-mesenquimal puede producirse 
también durante la vida post-natal. En los hígados fetales la transición 
epitelio-mesenquimal constituye un mecanismo implicado en el desarrollo 
hepático (Ghagraoui y cols. 2003). Asimismo, algunos hepatocitos adultos 
podrían ser capaces de sufrir una transición epitelio-mesenquimal ya que 
progenitores epiteliales hepáticos, esto es, las células ovales, expresan 
conjuntamente marcadores epiteliales y mesenquimales, en tanto que las 
células estrelladas hepáticas pueden ser inducidas para que expresen genes 
que las confieren un fenotipo epitelial (Sicklick y cols. 2006). Se explicaría 
así que conductillos biliares proliferantes en niños con atresia biliar 
expresen el marcador mesenquimal α-SMA. Por lo tanto, la transición desde 
el fenotipo epitelial al fenotipo mesenquimal en la colestasis extrahepática 
constituiría un nuevo mecanismo productor de fibrosis (Zavadil y cols. 
2005; Sicklick y cols. 2006).  
Dada la plasticidad de las células estrelladas hepáticas y de las 
células del parénquima hepático (eje hepatocito-colangiocito), puede 
hipotetizarse que durante la evolución del hígado colestásico éstas células 
pueden expresar los mismos fenotipos que se suceden en la respuesta 
inflamatoria post-traumática (Aller y cols. 2004; Aller y cols. 2006): un 
fenotipo de isquemia-reperfusión (hipóxico), un fenotipo leucocitario (con 
respuesta pro y anti-inflamatoria) y, por último, un fenotipo angiogénico 
con proliferación biliar y fibrosis.  
Durante estas fases evolutivas los colangiocitos podrían adoptan un 





metabólica progresiva (neuroendocrina), que se asocia a una complejidad 
estructural creciente. En éste supuesto, el tipo de tumor que se desarrolla 
sería benigno, a pesar de su importante capacidad para invadir el 
parénquima. Este tumor biliar atípico parece capaz de inducir una respuesta 
inflamatoria en el hígado remanente o “hígado hepatocitario del huésped”. 
Además, es posible que éste hígado compuesto por hepatocitos del huésped 
pueda participar en el desarrollo del tumor biliar por un proceso 
denominado desmoplasia. Esto consiste en células fibroblásticas y matriz 
extracelular, elementos inflamatorios de respuesta inmune, representados 
por linfocitos, macrófagos y células dendríticas, con angiogénesis, 
evidenciada por los vasos sanguíneos neoformados (Marcel y Lamy, 2003). 
En esencia, todos los elementos que constituyen la respuesta inflamatoria 
participan en ésta “reacción del hígado del huésped”, que puede tener un 
objetivo trófico para el desarrollo del tumor colestásico biliar. La 
persistencia de ésta respuesta inflamatoria durante una evolución más 
prolongada induciría un grado más intenso de desdiferenciación tumoral 
(Arias y cols. 2005; Arias y cols. 2006; Arias y cols. 2007), produciendo una 
transformación celular maligna como ocurre en el ser humano cuando se 
produce un cáncer de la vía biliar o colangiocarcinoma (Marzioni y cols. 
2006; Yang y cols., 2011)  
 
6. KETOTIFÉN: UN FÁRMACO ESTABILIZADOR DE LAS CÉLULAS 
CEBADAS 
El fumarato de ketotifén se designa químicamente como  4-(1-
metilpiperidin-4-ylideno)-4,9 dihidro-10H-benzo [4,5] ciclohepta [1,2-b] 
tiofén-10-1 hidrogeno (E)-butanodieno, su fórmula es C19H19NOS.C4H4O4 y 
su masa molecular 425.5g.mol-1 (Mihun y cols., 1984; British 
Pharmacopoeia 2009; Frag y cols., 2011). Ketotifén es un potente y 
selectivo antagonista H1 no competitivo (Martin y Roemer, 1997; 
Abounassif y cols., 2005) que actúa directamente sobre la membrana 
celular de las células cebadas estabilizando su estructura al evitar la fusión 
implicada en la exocitosis y, por lo tanto, previene la liberación de 





Ketotifén es bien absorbido tras su administración oral, alcanzando 
sus concentraciones plasmáticas un pico a las 2-4 horas (Grant et al, 1990). 
La biotransformación de ketotifén es realizada por los microsomas hepáticos 
utilizando cuatro rutas metabólicas en el ser humano: demetilación, N-
oxidación, N-glucuronidación y cetorreducción (Le Bigot y cols., 1983; 
Breyer-Pfaff y cols., 2010). El aclaramiento plasmático del fármaco es 
bifásico, con una vida media de eliminación de 22 horas en el ser humano 
adulto (Grant et al, 1990). Sin embargo, existen diferencias de especie 
respecto del metabolismo de ketotifén y en la rata es metabolizado por los 
hepatocitos más rápidamente que en el ser humano (50 nmoles/h/106 cél. 
vs 12 nmoles/h/106 cél.) (Le Bigot et al, 1986).  
Este fármaco produce mínimos efectos colaterales y su administración 
común por vía oral ha facilitado su uso en la clínica humana desde hace 
muchos años (Bassler y cols, 2004; Repchinsky y cols., 2006). Además, 
ketotifén puede ser administrado con seguridad por vía sistémica  y 
numerosos estudios han permitido mejorar la permeabilidad cutánea de 
éste fármaco haciendo posible su aplicación tópica en asma y procesos 
alérgicos (Chiang y cols., 1998; Bhattacharya y Ghosal; 2001; Inoue y 
cols., 2005). Estos estudios permitirán en el futuro la aplicación  local de 
ketotifén en el ser humano, administrándolo directamente en la zona 
cutánea lesionada para reducir la cicatrización excesiva, las contracturas 
patológicas y, en definitiva mejorar la calidad de vida de los pacientes. En 
particular, los hallazgos obtenidos al estudiar modelos experimentales en el 
cerdo permiten garantizar la realización en el futuro de estudios clínicos con 
ketotifén en los pacientes quemados. 
Para facilitar su administración por vía intraperitoneal y evitar su 
rápida biodegradación, ketotifén ha sido encapsulado en microesferas de 
Poli (D, L-lactido) y de Poli (D, L,-lactido-co-glicólido). Después de su 
administración intraperitoneal las microesferas se detectan en el tejido 
adiposo y  se comprueba la liberación eficaz de ketotifén (Guerrero y cols.; 
2008). El diseño de  microesferas con ketotifén ha permitido utilizar con 





respuesta inflamatoria secundaria a la hipertensión portal en la rata 
(Sánchez-Patán y cols., 2008a; Sánchez-Patán y cols., 2008b). 
Ketotifén posee una actividad citoprotectora gastrointestinal y es 
antiinflamatorio (Schoch, 2003; Penissi y cols. 2003) y es un fármaco 
profiláctico muy útil en el asma bronquial, la rinitis alérgica  y otras 
enfermedades alérgicas. En éste sentido, ketotifén ha demostrado  su 
efectividad en la inflamación de las vías aéreas al inhibir la síntesis y 
liberación de quimioquinas Th1 y Th2 por monocitos tras su estimulación 
por LPS. Así, disminuyen la quimioquina derivada de macrófagos 
(Macrophage-derived chemokine; MDC), una quimioquina de tipo Th2 
implicada en el reclutamiento de células Th2 hacia las áreas de inflamación 
expuestas al alergeno, pero también las quimioquinas Th1 monoquina 
inducida por interferón-γ (monokine induced by interferon-gamma; 
MIG/CXCL9) y proteina-10 inducible por interferón (interferon-inducible 
proteína 10; IP-10/CXCL10). Este efecto supresor de ketotifén sobre la 
liberación de MDC e IP-10 está mediado, al menos en parte, por la 
inhibición de la expresión de de p38- y ERK-mitogen-activated proteína 
kinase (MAPK) (Hung y cols., 2007). Ketotifén ha demostrado además su 
capacidad para eliminar la ascitis y las adenopatías abdominales en 
pacientes con Síndrome Hipereosinofílico Idiopático, una patología sistémica 
caracterizada por la infiltración eosinofílica que suele afectar al tracto 
gastrointestinal (Tang y cols., 1997; Casella y cols., 2011). 
Además ha demostrado su acción terapéutica en el colon irritable, la 
colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Jones, 1998; Klooker y cols., 
2010; O'Sullivan, 2011; Ford y Talley, 2011), así como en diferentes 
modelos experimentales de colitis, reperfusión intestinal y de íleo 
postoperatorio (De Jonge et al, 2004; Serra y Vergara, 2006; The y cols. 
2009). La administración de ketotifén a ratas expuestas a la acción crónica 
de ovoalbúmina reduce significativamente la infiltración intestinal por 
células cebadas y el contenido de RMCP-II, bloqueando la hipermotilidad 
intestinal asociada a éste modelo de inflamación alérgica intestinal. Estos 
resultados avalan la relevancia de las células cebadas en la actividad 





también ejerce una acción beneficiosa en la diarrea producida por el cólera, 
que implica la liberación de mediadores pro-inflamatorios, como citoquinas, 
prostaglandinas y oxido nítrico. Así se evidencia el importante papel  que 
también tienen  las células cebadas en la secreción intestinal  (Rocha y 
cols., 2003). 
 
Ketotifén tiene la capacidad de reducir significativamente las 
alteraciones de la microcirculación  que se producen en la mucosa intestinal 
como consecuencia de la inflamación producida por la administración de 
fármacos como la indometacina, lo cual indica los efectos de la 
degranulación de las células cebadas en la patología inflamatoria intestinal 
(Ruh  y cols, 2000).  
La degranulación de las  células cebadas pancreáticas tienen un 
importante papel en la activación de la respuesta inflamatoria  local y 
sistémica en las fases iniciales y en la progresión  de la pancreatitis aguda 
(López-Font y cols., 2010). Por ello, la administración de fármacos 
estabilizadores de mastocitos, como ketotifén, en ratas con pancreatitis 
aguda disminuye el acúmulo de células cebadas en el páncreas, reduce el 
edema, la infiltración por neutrófilos, los niveles séricos de amilasa y la 
actividad de mieloperoxidasa. La acción protectora de ketotifén en esta 
patología se atribuye al bloqueo de la degranulación de las células cebadas 
y, por tanto de la liberación de mediadores proinflamatorios, y a la 
estimulación de la síntesis de NO (Yönetçi y cols., 2001; Lopez-Font y cols., 
2010). 
 Curiosamente, ketotifén también ejerce  efectos metabólicos 
beneficiosos, lo cual ha permitido plantear la estabilización de las células 
cebadas como una nueva opción terapéutica en la obesidad y la diabetes 
(Wang y Shi, 2011). El tejido adiposo blanco de los pacientes obesos 
contiene  un gran número de células cebadas y los niveles séricos de 
triptasa en estos pacientes son también más elevados que en sujetos 
normales. Por eso, la estabilización de las células cebadas con ketotifén 
aumenta el gasto energético, mejora la sensibilidad periférica a la insulina y 





macrófagos y los linfocitos T, los mastocitos son células inflamatorias que 
participan en la etiopatogenia de múltiples enfermedades inflamatorias, 
como las alteraciones cardiovasculares y los trastornos metabólicos. De 
hecho, en modelos experimentales se ha comprobado recientemente la 
participación de las células cebadas en la obesidad y la diabetes tipo 2 
(Wang, y Shi, 2011). Aunque los mecanismos por los que las células 
cebadas participan en la patobiología de estas enfermedades metabólicas  
aún no se conocen completamente, la administración de fármacos 
estabilizadores de estas células constituyen una esperanza para estos 
enfermos que padecen estas patologías inflamatorias crónicas de gran 
prevalencia en la actualidad (Zhang y  Shi, 2012; Xu y Shi, 2012). 
La estabilización de las células cebadas con diversos fármacos, entre 
ellos ketotifén  mejora la supervivencia en los pacientes con sepsis al inhibir 
la liberación extracelular de high mobility group box 1 HMGB1 a la 
circulación sistémica por las células apoptóticas (Ramos y cols., 2010). En 
un modelo de peritonitis séptica por punción y ligadura del ciego se ha 
demostrado que la degranulación sistémica de las células cebadas aumenta 
la mortalidad (Seeley y cols., 2011) Estos hallazgos confirman la 
participación de las células cebadas regulando la muerte celular en la sepsis  
y representa una alternativa terapéutica para la patología  infecciosa en la 
clínica humana que podrá ser utilizada en un futuro próximo (Ramos y cols., 
2010). 
Por último, ketotifén ha demostrado su efectividad en diversas 
patologías fibróticas, como son la estenosis esofágica secundaria a 
quemaduras por álcalis (Yukselen et al, 2004), en el edema sólido 
persistente del acné (Jungfer et al, 1993), en la fibrosis cutánea (Walter et 
al, 1990; Gallant-Behn et al, 2008) o la urticaria (Egan et al, 1997), en las 
patologías fibróticas de la cicatrización (Kischer y Bailey 1972; Garbuzenko 
y cols. 2002; Gallant-Behm y cols., 2008), en la esclerodermia (Claman, 
1990; Ng, 1992), en la mastocitosis sistémica (Povoa et al, 1991), en las 
contracturas articulares post-traumáticas (Monument y cols., 2010; 





(Oliva et al, 2006) y en el tratamiento del asma (Schwarzer et al, 2004) o 
de los procesos inflamatorios de la conjuntiva (Kidd et al, 2003; Woerly et 
a, 2003). La hiperplasia de células cebadas es un hallazgo muy común en el 
tejido fibroso y en patologías fibróticas, tanto sistémicas, como la artritis 
reumatoide, la fibrosis pulmonar y la fibrosis hepática, como cutáneas 
(queloides, cicatrices hipertróficas, fibroproliferativas y retráctiles (Lee y 
Vijayasingam; 1995; Harunariy cols., 2005).  
Las células cebadas sintetizan gran cantidad de mediadores 
profibróticos, como proteasas, factores de crecimiento y citoquinas, muchas 
de las cuales ejercen efectos mitogénicos sobre los fibroblastos y los 
miofibroblastos. Además, las células cebadas estimulan la proliferación y la 
contractilidad de los fibroblastos, así como la síntesis de colágeno, la 
contracción de las heridas y la remodelación tisular (Kischer y Bailey 1972; 
Skold y cols. 2001; Garbuzenko y cols. 2002; Moyer y cols. 2004; Iba y 
cols. 2004). En particular, las células cebadas se localizan en íntima relación 
con los fibroblastos,  miofibroblasto y con neuronas sensitivas en la piel, lo 
cual permite sugerir la implicación de estas células en neuroinflamación 
(Alving y cols, 1991; Hart y cols., 2005)  
La estabilización de las células cebadas con ketotifén parece afectar 
al hipotético “eje neural-célula cebada-miofibroblasto’’ y, subsiguientemente 
a la expresión del fenotipo hipercontractil, al modular la composición del 
medioambiente durante la cicatrización cutánea y articular (Hildebrand y 
cols 2007; Gallant-Behn et al, 2008). Estas evidencias experimentales han 
permitido proponer la implicación de éste eje en procesos patológicos en 
múltiples tejidos asociados con excesiva contracción y depósito de matriz 
extracelular, así como sugerir  la administración de ketotifén como profilaxis 
y tratamiento para reducir la contracción excesiva de la cicatriz, así como la 



























II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 









El desarrollo de cirrosis hepática en múltiples hepatopatías crónicas 
de etiología diversa es un proceso multifuncional mediado por células 
inflamatorias que, al liberar mediadores profibrogénicos, activan a las 
células estrelladas y a los miofibroblastos. En particular, la cirrosis 
secundaria a la obstrucción de la vía biliar causa alteraciones intrahepáticas 
que pueden ser atribuidas a la evolución de una respuesta inflamatoria Las 
principales alteraciones son edema portal, infiltración leucocitaria, 
proliferación del epitelio biliar y fibrosis. La grave afectación que produce la 
colestasis,  tanto a nivel esplácnico como sistémico, comporta todavía una 
elevada morbi-mortalidad en la clínica humana y éste ha sido el motivo de 
la creación de nuevos modelos experimentales para el estudio de los 
mecanismos fisiopatológicos implicados en su producción, así como el 
desarrollo de una más eficaz profilaxis y terapia de esta patología hepática.   
 
La colestasis en la rata, tanto macro- como microquirúrgica, produce 
una intensa proliferación ductular biliar acompañada de fibrosis y de un 
moderado grado de infiltración inflamatoria portal y de muerte hepatocitaria 
por necrosis y/o apoptosis. Las células estrelladas y los miofibroblastos 
hepáticos, que protagonizan la respuesta inflamatoria intrahepática se 
activan y proliferan precozmente, ya a los cinco días, tras la ligadura del 
colédoco en la rata. Posteriormente, a las tres semanas de evolución 
postoperatoria, cuando la fibrosis hepática y la proliferación de células 
epiteliales biliares son ya muy intensas, se produce una marcada hiperplasia 
y degranulación de células cebadas en el hígado. En este periodo evolutivo, 
las células inflamatorias que infiltran el área esplácnica y  las células 
cebadas, que infiltran los tractos portales, liberan múltiples mediadores pro-
inflamatorios y pro-fibrogénicos que agravan las respuestas inflamatorias 
esplácnica y sistémica, así como la transformación fibrótica del hígado en la 
cirrosis biliar experimental. 
 






La realización de  colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata 
permite obtener un nuevo modelo de fibrosis hepática con mayor 
supervivencia a largo plazo (8-10 semanas), lo cual le dota de gran utilidad 
para el estudio de nuevas terapias antifibrogénicas. En este sentido, la 
administración del fármaco anti-inflamatorio ketotifén desde la sexta 
semana de evolución postoperatoria, cuando la fibrosis biliar hepática está 
completamente establecida, al inhibir la degranulación de las células 
cebadas que infiltran el hígado, disminuiría la liberación esplácnica y 
hepática de mediadores inflamatorios y profibrogénicos y conseguiría 
reducir y/o revertir la fibrosis biliar secundaria a colestasis en la rata, así 




1.  En un modelo experimental de colestasis extrahepática microquirúrgica 
se pretende demostrar el efecto beneficioso conseguido mediante el 
tratamiento en una fase evolutiva  tardía del postoperatorio (seis semanas) 
con ketotifén, un fármaco antiinflamatorio estabilizador  de las células 
cebadas. 
 
2. El tratamiento con ketotifén en dicho modelo experimental reduciría la 
insuficiencia hepática, el grado de hipertensión portal y de vasculopatía 
venosa mesentérica,  así como las alteraciones macroscópicas esplácnicas, 
entre las que destacan la ascitis. 
 
3. El tratamiento con ketotifén modularía la concentración esplácnica de 
mediadores pro- y anti-inflamatorios vinculados a respuestas de tipo Th1, 
Th2 y Th17 así como la disminución de las complicaciones secundarias a la 
colestasis extrahepática en la rata. 























           
           III. MATERIAL Y MÉTODOS 
 










Se utilizaron 104 ratas macho adultas de la cepa Wistar procedentes 
de las instalaciones homologadas para la cría de animales de 
experimentación que posee Harlan Interfauna Ibérica S.L. Sant Feliu de 
Codines (Barcelona). Todos los ejemplares cumplían los requisitos de salud 
para animales de experimentación recomendados por  la Federation of 
European Laboratory Animal Science Associations (FELASA), y su peso 
corporal oscilaba entre 215 y 335 gramos (260,934  38,754 g). Para su 
estudio, las ratas se asignaron aleatoriamente a uno de los cuatro grupos 
siguientes: 
 
1. Serie I: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de 
evolución p.o. 
 Grupo PSO-9 (n=15): animales pseudooperados a los que se 
realiza laparotomía media  y disección del colédoco.  
 Grupo CMQ-9 (n=20): animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática.  
 
2.  Serie II: Animales sacrificados a las 6 semanas de evolución p.o. 
 Grupo PSO-6 (n=20): animales pseudooperados a los que se 
realiza laparotomía media  y disección del colédoco. 
 Grupo CMQ-6 (n=20): animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática. 
 
3.  Serie III: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de 
evolución p.o. y tratados con ketotifén. 
 Grupo PSO-KTF (n=15): animales pseudooperados a los que se 
administra ketotifén (10mg/kg/día) disuelto en el agua de bebida. 
 Grupo CMQ-KTF (n=14): Animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática, y a los que se administra ketotifen (10mg/kg/día) 
disuelto en el agua de bebida.  









El transporte desde el proveedor se realizó en las condiciones 
establecidas en la normativa vigente sobre comercio, sanidad y bienestar 
animal, es decir en un medio adecuado y en contenedores homologados.  
La estabulación se efectuó en una sala acreditada para tal fin en el 
Animalario que la Universidad Complutense de Madrid (UCM) posee en la 
Facultad de Medicina. Dicho Animalario es un Centro de Asistencia a la 
Investigación con registro nº 28079-15 ABC-M en la Dirección General de 
Agricultura y Alimentación de la Comunidad Autónoma de Madrid que 
cumple con los requerimientos legislativos relativos a la experimentación 
animal (R.D. 1201/2005). 
El Animalario de la UCM cuenta con instalaciones óptimas homologadas 
para la cría, mantenimiento y cuarentena  de animales de experimentación, 
así como también con instalaciones propias para la investigación, quirófanos 
y laboratorios anejos para la manipulación y toma de muestras y 
alojamiento de roedores durante el postoperatorio. 
Los animales  se mantuvieron en  grupos de cuatro dentro de cajas de 
plexiglás de 42x65x15 cm (Letica, España) móviles con lecho de viruta  
(Panlab S.L. Barcelona). 
 
1.B.2. Unidad de Microcirugía 
La técnica quirúrgica en la que se fundamenta el modelo se realizó en 
la Unidad de Microcirugía de la Facultad de Medicina de la UCM, en una sala 
que dispone de: 
- Mesa de trabajo de 80 x 100 cm y sillas. 
- Sillas ergonómicas ajustables en altura. 
- Refrigerador para conservación de los fármacos anestésicos. 
- Lámpara Fase de brazo doble adaptable, con una bombilla de 100 
watios Osram Concentra. 
- Centrífuga refrigerada superspeed Du Pont Instrument (GIRALT 
Sorval® RC-5B). 






- Balanza precisión para pesado de los animales  Jadever LPW-1260 nº 
certificado PM-245/04 (Jadever Scale Co.LTD, Taiwan). 
- Arcón congelador Koxka a -80 ºC. 
- Microscopio operatorio Carl Zeiss OPMI 1-DFC nº serie 211069. 
- Contenedores desechables de residuos biológicos cortantes y 
punzantes. 
 
1.B.3.Sala de sacrificio y procesado de muestras 
Dispone de los siguientes elementos: 
- Mesa de trabajo. 
- Sillas ergonómicas ajustables en altura. 
- Lámpara halógena de brazo  con bombilla de 60 W. 
- Contenedor hermético con bolsa para residuos biológicos. 
- Contenedores desechables de residuos biológicos cortantes y 
punzantes. 
- Centrífuga. 
- Contenedor de nitrógeno líquido. 
- Elementos de protección individual: guantes y gafas. 
- Recipiente para inmersión de muestras en nitrógeno líquido. 
- Pinza para inmersión de las muestras. 
 
1.B.4.Área de conservación de muestras 
Se realizó en un espacio habilitado para ese fin en la Facultad de 
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid en un congelador 
que conserva las muestras a –80ºC. 
 
1.B.5.Eliminación de residuos biológicos 
Los residuos biológicos se almacenaron en espera de su 
eliminación en un área especial que dispone de un congelador tipo 
arcón modelo  ZCF320L/2 Zanussi (Electrolux Home Products España, 
S.A. Madrid). La eliminación y destrucción de los residuos biológicos 
fue llevada a cabo por la empresa CONSENUR SL. 
 
 









- Ketamina (Imalgene 1000. Laboratorios Merial, S.A.). 
- Xilacina (Rompun  solución 2%. Bayer HealthCare). 
 
1.C.2. Ketotifén 
- Ketotifén: fumarato de (4-(1-metil-4-piperidileno)-4H-
benzo [4,5] ciclohepta [1,2-b] tiofen-10(9H]-uno 
(Sigma Chemicals, St Louis, USA). 
 
1.C.3. Otros fármacos 
- Ceftriaxona (D.C.I.) (sódica), 500 mg.  (Ceftriaxona 
Normon 500mg EFG Lab. Normon S.A. Madrid). 
- Fitomenadiona, vit. K 1  ampollas 1,0 ml con 10 mg  
(Konakion® mm Roche Farma, S.A. Madrid). 




1.D.1. Instrumental quirúrgico 
1. D.1.A Pinzas 
- Clamp de  paños Backhaus  de 13.3 cm  (2). 
- Disección con dientes de 13cm (1). 
- Disección de Adson  con dientes de 12cm (1). 
- Pinza de Halsted  mosquito curva sin dientes de 12.7 
cm (2). 
- Pinza de Halsted mosquito recta sin dientes de 12.7 cm 
(2). 
- Pinza de Heiss recta (1). 
- Pinza de Heiss curva (1). 
- Pinza de microcirugía recta de 10.5 cm. (1). 
- Pinza de microcirugía curva de 10,5 cm.(1). 
 






1. D.1.B Porta-agujas Mayo-Hegar de 12,7 cm. (1). 
 
1. D.1.C Tijeras 
- De Metzenbaum  curva de 14 cm (1). 
- De Mayo recta de 14cm (1). 
- Tijera de microcirugía recta de 15 cm. (1). 
 
1.D.2.          Material de sutura y ligadura 
- Seda trenzada como ligadura  3/0 Silkam®.  B. Braun 
España. 
- Seda negra trenzada como ligadura 7/0 Silkam®.  B. 
Braun España. 
- Sutura de vicryl (poliglactina 910) aguja curva 3/0. 
Ethicon Inc. 
- Sutura de seda negra trenzada aguja curva de 4/0 
Silkam®.  B. Braun España. 
 
1.D.3. Material quirúrgico complementario 
- Paños quirúrgicos. 
- Guantes de exploración de látex natural sin polvo. Talla 
7 ½ (King  Amebil S.A. Vizcaya. España). 
- Guantes quirúrgicos de látex natural con polvo 
(estériles). Talla 7 ½ (Medi-Grip Plus. Ansell Ltd. UK). 
- Gasas de 10 × 10cm . (Envase de 10 unidades Texpol 
.Manresa. España). 
- Torundas de algodón pequeñas montadas (Algodones 
del Bages S.A. Barcelona. España). 
 
1.D.4. Otros materiales para el procedimiento operatorio y la 
extracción de muestras 
- Guantes de protección frente a mordedura de animales. 
-    Bloque de plastilina de 10 × 2 × 3 cm. 
- Jeringas de 10, 5 y 2 ml BD Discardit II (Becton 
Dickinson S.A. Fraga. Huesca. España). 






- Agujas de tipo Luer 20G 0,91×25,4 mm (monoject 
magellan Safety Needle . Tyco Healthcare Group 
LP.USA). 
- Agujas de tipo Luer 21G 0,82×38,1 mm (monoject 
magellan Safety Needle . Tyco Healthcare Group 
LP.USA). 
- Agujas de tipo Luer 25G 0,51×15,8 mm (monoject 
magellan Safety Needle . Tyco Healthcare Group 
LP.USA). 
- Hoja de bisturí de acero estériles del nº 11 (Albion 
Surgical Limited. Sheffield. England). 
- Solución salina isotónica: NaCl, 0.9 g/100ml. Envase 10 
ml B.Braun. 
- Contenedor cilíndrico de polietileno para residuos 
biológicos marca Consenur de 30 litros fabricado según 
norma DIN-30739. 
- Contenedor de polipropileno para residuos biológicos 
punzantes y cortantes marca Biocompact 1,8 litros 
(Sanipick Plastic SA. Madrid) 
- Bolsas de plástico de 15 litros para residuos biológicos. 
- Recipiente de acero inoxidable  para transporte de 
nitrógeno líquido Airliquide GT 2  (Airliquide España). 
- Guantes de protección frente frío  Midera 10 .  
 
1. D.5. Material de laboratorio 
- Pipetas Pasteur  de 1 ml. 
- Micropipetas JENCONS automáticas variables de 0.5-10 
μl,  5-50 μl, 200-1000 μl  (Labsystem) y puntas de 
pipetas desechables (Labcenter). 
- Tubos de centrifuga 10ml (BD Vacutainer. BD 
Vacutainer  Systems. Plymouth. UK). 
- Microtubos para muestras de suero (Eppendorf Ibérica, 
S.L.  Madrid). 






- Tubos de polipropileno de 50 ml para muestras de 
tejido (BD  Falcon Nueva York. USA). 
 
1. E.  EQUIPOS DE LABORATORIO 
 
1. E.1. Procesado de muestras 
- Centrífuga angular Nahita modelos 2610 ref. 
2610000 OF. 
- Balanza analítica de precisión  AB 204 Mettler Toledo nº 
 serie: 1113043273 (Mettler-Toledo S.A.E. 
L'Hospitalet de  Llobregat  Barcelona). 
 
1. E.2. Estudio bioquímico en suero 
- Autoanalizador Olympus AU400 nº serie 311267. 
Olympus Optical  España S.A. 
 
1.E.3. Determinación de los niveles de mediadores inflamatorios 
en hígado, íleon y ganglios linfáticos mesentéricos 
- Homogeneizador eléctrico Polyton. (Brinkmann 





1.E.4. Laboratorio de anatomía patológica 
El procesado de las muestras histológicas y su posterior estudio 
microscópico se efectuó en el laboratorio de Anatomía Patológica del 
Hospital Carlos III de Madrid (SERMAS). Este centro cuenta con: 
 
1. Laboratorio general: 
- Mesa de tallado de órganos con aspiración. 
- Procesador automático de tejidos con vacío. 
- Estación de trabajo para inclusión. 
- Teñidor automático.  






- Montador automático de cubreobjetos. 
- Criocentrífuga. 
- Microtomos motorizados. 
- Baños de flotación. 
- Criostato. 
- Balanzas de precisión. 
- Congeladores de -20ºC. 
- Estufas de incubación. 
- Estufas de secado. 
- Vórtex. 
- Agitador orbital. 
- Agitadores magnéticos. 
- Microscopios ópticos convencionales. 
- Fotomicroscopio. 
- Microscopio de fluorescencia. 
- Cabina de extracción de gases. 
 
2. Laboratorio de análisis de imagen con dos sistemas de 
análisis de imagen: 
a)  
- Microscopio motorizado Leica CTR-5000 con 
epifluorescencia. 
- Cámara digital Leica DC-300. 
- Cámara digital Leica DC-350F. 
- Software Leica Qwin V3. 
- Impresora HP Photosmart 7960. 
b)  
- Microscopio Nikon Labophot 2 con epifluorescencia. 
- Cámara de vídeo b/n Hitachi KP-140. 
- Cámara de vídeo color Hitachi KP-C503. 
- Software MIP4 de C.I.D. 
- Impresora laser Epson EPL-6100. 
 
 







- Cámara fotográfica digital Nikon Coolpix 950. 
- Videoimpresora Mitsubishi. 
- Videocopiadora Polaroid. 
- Sistema macro para fotografía. 
 
1.F. REACTIVOS DE LABORATORIO 
 
1.F.1. Estudios bioquímicos en suero 
- Bilirrubina total y directa: 
 Total Bilirrubin Olympus System Reagent y Direct 
Bilirrubin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR 6111 y OSR 6112). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
- Aspartato aminotransferasa (AST) 
 AST Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6109). 
 Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. 
(60106). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
- Alanina aminotransferasa (ALT) 
 ALT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
SR6107). 
 Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. 
60106). 











-  - glutamiltransferasa (GGT) 
 GGT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6120). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
- Lactato deshidrogenasa (LDH) 
 LDH Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6126). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
- Fosfatasa alcalina (FA) 
 ALP Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6104). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
- Ácidos biliares 
 Kit de método enzimático colorimétrico de ácidos biliares 
(Randox Laboratories Ltd. United Kingdom Cat.No.BI3863). 
 
- Albúmina 
 Albumin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6102). 




 Creatinin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda 
ref. OSR6178). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 







 Urea Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 
OSR6134). 
 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 
66300). 
 
1.F.2. Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina 
(calcitonin gen related peptide, CGRP) e interleuquina-13  en 
líquido ascítico 
 - Péptido relacionado con el gen de la calcitonina  (CGRP) 
Rat CGRP Enzyme Immunoassay Kit (ELISA) (SPI Bio, Bertin 
Pharma, Montigny le Bretonneux, France). 
 
 - Interleuquina 13 (IL-13) 
Rat IL-13 Enzyme Immunoassay Kit (ELISA) (Biosource, 
Invitrogen S.A., Barcelona, Spain). 
 
1.F.3. Niveles de citoquinas en hígado, íleon y ganglios linfáticos 
mesentéricos 
- Tampón de lisis que contiene 1 mmol/l de fenilmetilsulfonil 
flúor (PMSF; Sigma Chemical Company), y  1 g/ml de 
pepstatina A (Sigma Chemical Company), aprotinina (Sigma 
Chemical Company),antipaína (Sigma Chemical Company) y 
leucopeptina,  en tampón fosfato a pH 7,2 (Biofluids, 
Rockville, Md.)  conteniendo un 0,05% de azida sódica 
(Sigma Chemical Company).  
- Enzyme Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) kits para 
TNFα, IL-1β, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17A,  Monocyte 
Chemoattractant Protein (MCP-1), Factor de Crecimiento 
transformador beta 1 (Transforming Growth Factor β1; TGF-
β1) y Factor de crecimiento de endotelio vascular (Vascular 
endothelial growth factor; VEGF) (DIACLONE SAS, Besanςon, 
Francia). 
 






1.F.4. Reactivos para estudio histológico 
- Fijación 
  Formol tamponado al 10%. 
- Inclusión 
  Agua destilada. 
  Alcohol etílico (70º,96º,100º). 
  Xilol. 
  Parafina. 
- Tinción de Hematoxilina-Eosina 
  Hematoxilina de Harris: 
 Agua destilada ................................ 400ml. 
 Glicerina ........................................ 100ml. 
 Iodato potásico ............................... 0,1ml. 
 Sulfato alumínico potásico .................. 20g. 
 Hematoxilina ................................... 0,5g. 
 Eosina ........................................................ 1g. 
 Agua destilada ........................................ 100ml. 
- Tinción de Rojo-Sirio 
 Solución Picro-RojoSirio 0,1% (Swet et al. 1964): 
 Pícrico acuoso saturado ................... 250ml. 
 Rojo-Sirio F3B ………………………….……….. 0,5 g. 
 Solución Picro-Fast green: 
 Pícrico acuoso saturado ................... 250ml 
 Fast green …………………….…………………..  0,5 g. 
















2.  MÉTODOS 
 
2.A. CONDICIONES DE ESTABULACIÓN Y UTILIZACIÓN DE LOS 
ANIMALES 
 
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la legislación 
vigente en nuestro país sobre el cuidado y la utilización de animales de 
laboratorio, por la cual España adopta la normativa de la Unión Europea de 
1996 sobre el uso de animales con fines científicos. Se ha incorporado a 
nuestro ordenamiento legal con fecha de 10 de Octubre de 2005 en el R.D. 
1201/2005, sobre protección de los animales utilizados para la 
experimentación y otros fines científicos (B.O.E.nº 252, viernes 21-10-
2005)  (Aller et al. 2009a). 
Los animales se mantuvieron en cajas de policarbonato (42 x 65 x 15 
cm, Letica. España) móviles con lecho de viruta (Panlab S.L. Barcelona), en 
condiciones estables de luz y oscuridad, distribuidos en ciclos de 12 horas 
(de 8 a 20 horas y de 20 a 8 horas respectivamente), a una temperatura 
ambiente de 22  2 ºC y con una humedad relativa de 65-70 %. Un sistema 
de aire acondicionado garantizó la renovación y la climatización del aire. Se 
alimentaron con una dieta sólida estándar para roedores de laboratorio 
(rata AO4 dieta de mantenimiento: 17,6% proteínas, 43,3% almidón 2,5% 
lípidos, Panlab, España) y agua ad libitum)  (Aller et al. 2009a). 
 
2.B. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Las ratas fueron agrupadas aleatoriamente para su estudio en los 
siguientes grupos: 
 
Serie I: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de evolución 
p.o. 
 Grupo PSO-9 (n=15): animales pseudooperados a los que se 
realiza laparotomía media  y disección del colédoco.  
 Grupo CMQ-9 (n=20): animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática.  






 Serie II: Animales sacrificados a las 6 semanas de evolución p.o. 
 Grupo PSO-6 (n=20): animales pseudooperados a los que se 
realiza laparotomía media  y disección del colédoco. 
 Grupo CMQ-6 (n=20): animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática. 
 
 Serie III: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de 
evolución p.o. y tratados con ketotifen. 
 Grupo PSO-KTF (n=15): animales pseudooperados a los que se 
administra ketotifen (10mg/kg/día) disuelto en el agua de bebida. 
 Grupo CMQ-KTF (n=14): Animales con colestasis microquirúrgica 
extrahepática, y a los que se administra ketotifen (10mg/kg/día) 
disuelto en el agua de bebida.  
 
2. C. TÉCNICA ANESTÉSICA 
 
El principal  objetivo de la anestesia cuando se utilizan animales de 
laboratorio es de carácter ético y consiste en evitarles el dolor y el 
sufrimiento innecesarios. Independientemente del método anestésico 
elegido por cada grupo de Investigación, debe conseguir suficiente 
relajación muscular para que la cirugía pueda ser realizada fácilmente, debe 
bloquear la actividad refleja para impedir la activación del Sistema Nervioso 
Autónomo y, por lo tanto alteraciones de la frecuencia y el ritmo cardíaco y, 
lo más importante, la técnica anestésica debe procurar un grado suficiente 
de pérdida de conciencia por hipnosis que, unido a la analgesia, impida que 
el animal sufra dolor. En definitiva, el objetivo fundamental de la anestesia 
es causar a los animales de experimentación el mínimo estrés físico y 
psicológico asociado a la cirugía experimental (Aller y Nava, 2009). 
Entre los múltiples métodos de anestesia descritos en la rata los 
fundamentales son los que utilizan la vía inhalatoria  o la parenteral. 
Respecto de ésta última vía, en la última década se ha generalizado en 
roedores la administración de combinaciones de fármacos y, en particular la 
asociación del anestésico disociativo ketamina con el analgésico alfa-2 
agonista xilacina para aquellas intervenciones quirúrgicas de duración 






media (de 10 a 60 minutos) en las que se precisa un plano de anestesia 
quirúrgica profunda (Aller y Nava, 2009). Por éstas razones en el presente 
trabajo la inducción y el mantenimiento anestésico se realizaron mediante 
la administración intraperitoneal de una mezcla de ketamina (80 mg/Kg) y 
xilacina (12 mg/Kg). (Aller y Nava, 2009).   
 
2. D. TÉCNICA QUIRÚRGICA DE PSEUDO-OPERACIÓN 
 
  Con la rata en decúbito supino  se realiza una laparotomía media 
xifopubiana, las asas intestinales se cubren con una gasa humedecida en 
solución salina isotónica (0.9%), y son desplazadas hacia el lado izquierdo 
del animal. A continuación y, tras colocar un bloque de plastilina en la zona 
dorsolumbar, se secciona el ligamento falciforme, situado entre  los lóbulos 
hepáticos lateral izquierdo y caudado, y posteriormente los ligamentos 
triangulares izquierdo y derecho.   
 
 Figura: 4. Laparotomía media e 
Incisión peritoneal apreciándose el hígado y las asas de intestino delgado. 
 
 
Las maniobras anteriores permiten una exposición adecuada del hilio 
hepático y la tracción ligera del duodeno hacia el lado izquierdo permite 
visualizar la vía biliar, que es la estructura hiliar más superficial en la rata 
(Lorente et al. 2009). 
 








Figura 5. La vía biliar extrahepática es anterior respecto de las ramas de la 
arteria hepática y éstas a su vez son anteriores respecto de las ramas portales. 
 
 Tras disecar el colédoco, se introduce el intestino en la cavidad 
peritoneal, y la pared abdominal se cierra en 2 planos: peritoneo, músculo y 
aponeurosis mediante sutura continua reabsorbible vycril® (polyglactin 910) 
de 4/0, y piel con sutura continua de seda de 4/0. (Lorente et al. 2009). 
 
2. E. TÉCNICA DE COLESTASIS MICROQUIRÚRGICA 
EXTRAHEPÁTICA 
 
El parénquima hepático en la rata está constituido por cuatro 
lóbulos: lateral derecho (LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado 
(LC) y cada uno de ellos posee una vascularización portal y arterial y un 
drenaje venoso y biliar independientes (Lorente et al. 2009). Esta 
característica anatómica permite resecar los conductos biliares que drenan 
cada lóbulo hepático en continuidad con el colédoco mediante la utilización 
de una técnica microquirúrgica (Aller et al. 1993; Aller et al, 2009b). 
 
 







Figura 6: Anatomía del hígado de la rata. ML: Lóbulo medio, LLL: Lóbulo lateral 
izquierdo, RLL: Lóbulo lateral derecho, CL: Lóbulo caudado, CBD. Vía biliar, HA: 
arteria hepática, PV: vena porta. 
 
 
Tras anestesia mediante inyección intramuscular de ketamina (80mg 
/Kg) y xilacina (12 mg/Kg), con el animal en decúbito supino,  se realiza 
una laparotomía media xifopubiana. 
A continuación se extraen las asas intestinales, desplazándolas hacia el 
lado izquierdo del animal y se protegen con una gasa humedecida en 
solución salina isotónica (0.9%). Después de colocar un bloque de plastilina 
en la zona dorso-lumbar los lóbulos hepáticos superiores se evierten sobre 
el tórax y también se cubren con una gasa empapada en suero salino. Estas 
maniobras permiten una correcta exposición de la totalidad de la vía biliar 
extrahepática. A continuación se seccionan el ligamento falciforme y 
posteriormente  los ligamentos triangulares izquierdo y derecho. 
 







Figura 7: Anatomía del hígado de la rata. F: Ligamento falciforme, RT: 
Ligamento triangular derecho, LT: Ligamento triangular izquierdo, ML: Lóbulo 
medio, LLL: Lóbulo lateral izquierdo, RLL: Lóbulo lateral derecho, CL: Lóbulo 
caudado 
 
 Para las siguientes fases de la intervención es necesario utilizar un 
microscopio operatorio binocular como medio de magnificación (Aller y 
Arias, 2009), ya que la disección y sección de los conductos biliares de los 
cuatro lóbulos hepáticos debe ser realizada sin lesionar la vascularización 
portal o arterial de estos lóbulos. 
La tracción del duodeno hacia la izquierda del animal permite visualizar 
el colédoco, que se liga y se secciona proximalmente al inicio de su porción 
intrapancreática. Esta maniobra, al producir dilatación de la vía biliar 
extrahepática, facilita la identificación y posterior disección del colédoco y 
de los conductos biliares procedentes de los cuatro lóbulos hepáticos que 
constituyen el hígado de la rata. El colédoco, una vez seccionado, se 
desplaza proximalmente y se diseca hasta el origen de los conductos 
biliares propios del LLD y del LC.  
 











Figura 9. Tracción del colédoco y ligadura de los conductos biliares 
 procedentes del lóbulo caudado (LC). 
 
 
 Después de disecar el conducto biliar del LC y de identificar la rama 
de la arteria hepática de este lóbulo, se liga y se secciona el conducto biliar 
lo más próximo posible de su salida del parénquima hepático La disección, 
ligadura y sección del conducto biliar del LLD se realiza de igual forma.  






            
Figura 10: Ligadura para la posterior sección del conducto biliar del LLD y LC. 
En rojo, la arteria hepática y en azul la vena porta. 
 
Se continúa la disección del colédoco en sentido craneal, liberándolo 
del tejido graso y de las adherencias peritoneales, e individualizándolo de la 
arteria hepática, y de la vena porta hasta los conductos biliares procedentes 
del  lóbulo medio (LM). Estos últimos se disecan y se ligan 
independientemente. Por último, se diseca, se liga y se secciona el conducto 
biliar del LLI (Aller y cols., 1993; Aller y cols., 2009b). 
Figura 11: Finalización de la 
disección de la vía biliar con la ligadura y posterior sección de las ramas de los 
lóbulos medio y lateral izquierdo. 







Figura 12: Vía biliar extirpada apreciándose la indemnidad de la arteria 
hepática y la vena porta, así como de sus ramas lobulares. 
 
Previa comprobación de la integridad de la vascularización portal 
y arterial de los lóbulos hepáticos (figura 18), así como de la inexistencia de 
sangrado procedente de alguna lesión inadvertida del parénquima hepático, 
se reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y se 
procede al cierre  del plano peritoneo-músculo-aponeurótico con continua 
reabsorbible vycril ® (polyglactin 910) de 4/0, y de la piel con sutura 
continua de seda de 4/0. 
 
2. F. MANTENIMIENTO  Y TRATAMIENTO POSTOPERATORIO 
 
Una vez finalizada la intervención las ratas se colocan en una caja de 
policarbonato  (42 x 65 x 15 cm, Letica. España) sobre un lecho de viruta 
especial para roedores de laboratorio (Panlab), que permite su estabulación 
en un medio limpio y seco, con luz poco intensa  y en un ambiente tranquilo  
hasta que se recuperan de la anestesia. Debido a la especial sensibilidad de 
los pequeños roedores a la hipotermia (Rodríguez, 1989; Aller y Nava, 
2009), la prevención de la hipotermia postoperatoria es de fundamental 
importancia. Por ello, inmediatamente después de la intervención el animal 
se colocó cerca de una fuente de calor (una lámpara) sobre una manta 
eléctrica para mantener la temperatura corporal en el rango aconsejado 
para las ratas adultas (25-30ºC)  (Waynforth  y Flecknell, 2004). 
 Además en los roedores, es importante controlar la respiración 
durante el postoperatorio inmediato  ya que  es común la depresión 
respiratoria durante este periodo. Esta complicación es especialmente 






peligrosa pues suele pasar inadvertida hasta que los animales sufren 
hipoxia e hipercapnia. 
 Durante una intervención quirúrgica, en particular si como en éste 
modelo experimental se realiza una laparotomía, se pierden abundantes 
fluidos por evaporación, lo cual se agrava debido a que las ratas 
generalmente son incapaces de ingerir líquidos durante las primeras 12-24 
horas del p.o. Por tanto, se deben aportar aproximadamente 40-
80ml/kg/24h preferiblemente por vía oral si el animal ha recuperado la 
conciencia. En caso de que no se hayan recuperado del íleo paralítico se 
administra una solución salina-dextrosa (4% dextrosa, 0.18% salino) o 
salina (0.9%) por vía intraperitoneal o subcutánea (Aller y Nava, 2009). 
La realización de una laparotomía con manipulación de las asas 
intestinales y resección de la vía biliar en la rata cursa con un importante 
dolor p.o. En particular, las ratas Wistar tras sufrir una laparotomía adoptan 
posturas sugerentes de dolor abdominal arqueando la espalda, aumentan su 
frecuencia respiratoria y reducen la ingesta de líquidos y sólidos. Por éste 
motivo, como terapia analgésica se administró el opioide buprenorfina 
(0.05mg/kg/12h) por vía subcutánea durante las primeras 24 horas de p.o. 
(Aller y Nava, 2009). Buprenorfina ha sido muy utilizado en medicina 
veterinaria durante las últimas tres décadas porque proporciona un nivel de 
analgesia excelente y produce una mínima depresión cardíaca y/o 
respiratoria 
Los animales fueron sacrificados a las 8-9 semanas (series I y III) y a 
las 6 semanas (serie II) del período post-operatorio, durante el cual se les 
administró por vía i.m. profunda un antibiótico de amplio espectro 
(ceftazidima; 50 mg/kg; dos veces a la semana) y vitamina K1 
(fitomenadiona; 8mg/kg; una vez a la semana)  como profilaxis anti-
infecciosa y anti-hemorrágica, respectivamente (Aller y cols. 2009b). 
Ketotifén, un fármaco estabilizador de la membrana de los mastocitos, 
se administró en el agua de bebida tras ser disuelto a una concentración de 
0.15mg/ml que aporta una dosis del fármaco de 10mg/kg/día (Serna y cols. 
2006) desde la sexta semana del p.o. hasta que las ratas fueron 
sacrificadas la 8ª-9ª semana del p.o. Se comprobó diariamente la cantidad 
de agua ingerida por cada rata para asegurar que estaban recibiendo 






niveles terapéuticos del fármaco (dosis umbral terapéutica de 10mg/Kg/día, 
por lo que eran necesarios 16,6 ml/día para una rata de 250g). Las ratas 
que ingerían menos agua de la necesaria para mantener niveles plasmáticos 
terapéuticos de ketotifén fueron rechazadas para el estudio. 
 
2. G.  SACRIFICIO DE LOS ANIMALES 
 
Concluido el tiempo de evolución previsto para su estudio (8-9/6 
semanas), se procedió a la anestesia de los animales con ketamina (80 
mg/kg) y xilacina (12 mg/kg) por vía intraperitoneal  para su estudio y 
posterior sacrificio. Tras laparotomía media, el líquido ascítico es aspirado 
con una jeringa estéril, se mide su volumen y  se centrifuga a 3500 rpm 
durante 15 minutos para separar las células peritoneales.  A continuación, 
se divide en tres alícuotas y  se conserva a -42 ºC hasta su utilización para 
determinar diferentes mediadores. 
 
2.G.1.  Determinación de la presión venosa portal 
La presión venosa portal puede ser medida por un método directo o 
indirecto. En el primer caso, tras la anestesia, se realiza una laparotomía 
media y se procede a su medición por canulación de la vena ileocólica o de 
una pequeña vena ileal con un catéter PE 50, fijando el catéter con una gota 
de cianoacrilato para que la punta del catéter se fije en la parte distal de la 
vena mesentérica superior (Bernadich C. et al., 1998). 
También es posible la medición indirecta de la presión portal por 
punción intraesplénica, insertando una aguja 20G en el parénquima 
esplénico (Figura 13). El catéter se conecta en ambos métodos a un 
registrador de presión Powerlab 200 (ML 201) con un transductor de 
presión Sensonor (SN-844), asociados a un programa de ordenador Chart V 
4.0 (ADI Instruments) (Figura 13). El sistema se calibra antes de cada 
experimento. 
Se ha demostrado una excelente correlación entre la presión en la 
pulpa esplénica y la presión portal medida en la vena mesentérica superior 
(Kravetz et al., 1986). Por ello, el método empleado en nuestro caso fue el 
de medición por punción intraesplénica (Figura 13). 







Figura 13. Punción intraesplénica insertando una aguja 20G en el parénquima 
esplénico para medir indirectamente la presión portal, previa conexión a un 
transductor de presión cuyo registro lo realiza un sistema informático. 
 
2. G. 2. Circulación venosa colateral 
 Tras laparotomía media y determinación de la presión venosa portal, 
se procedió a la observación del territorio esplácnico, estudiando las áreas 
en las que se desarrolla la circulación venosa colateral en la rata. Esta 
circulación colateral puede ser de dos tipos: portosistémica o portohepática. 
 
- CIRCULACIÓN COLATERAL PORTOSISTÉMICA 
 
 Área esplenorrenal: Se forman la vena esplenorenal craneal 
(anterior o proximal), y la esplenorrenal caudal (posterior o 
distal), que drenan a distinta altura en la vena suprarrenal izquierda 
(figura 14). 
 
Figura 14: Circulación colateral esplenorrenal. 






 Área gastroesofágica: Las colaterales paraesofágicas son dos 
venas tortuosas y de grueso calibre que ascienden por la cara 
anterior y posterior del esófago: paraesofágica anterior y 
posterior (Figura 15).  
 
Figura 15: Vasos colaterales  paraesofágicos. 
 
 Área colorrectal: Se localiza la vena mesentérica inferior, que se 
continúa con las venas hemorroidales en situación pararrectal 
izquierda (Figura 16). 
 
Figura 16. Representación esquemática de la circulación colateral esplácnica en 
ratas. a) colaterales paraesofágicas (PE) y paraportales (PP). La vena hepática 
accesoria (VHA) se localiza entre los lóbulos lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC). 
b) colaterales portosistémicas esplenorenal superior o craneal (Ers) e inferior o 
caudal (Eri) y colaterales pararrectales (PR). LM: lóbulo medio; LLD: lóbulo lateral 
derecho; E: estómago; VGI: vena gástrica izquierda; VE: vena esplénica; B: bazo; 
P: páncreas; R: riñón; A: glándula suprarrenal; R: recto. (Dieguez y cols. J Inves 
Surg 15: 329 






CIRCULACIÓN COLATERAL PORTOHEPÁTICA 
Está compuesta por: 
 La vena hepática accesoria, que produce la revascularización portal 
hepática cuando alcanza el hilio (Figura 17).  
 Las venas colaterales portoportales, que se desarrollan en el hilio 
hepático, son poco numerosas y su tamaño es muy pequeño para 
ser consideradas como una vía de revascularización hepática 
efectiva (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Tipos de circulación colateral portohepática y portosistémica. LLD: 
lóbulo lateral derecho hepático; LM: lóbulo medio hepático; LLI: lóbulo lateral 
izquierdo; LC: lóbulo caudado; VHA: vena hepática accesoria; PE: venas 
paraesofágicas, Ers: colateral esplenorenal superior; SR: glándula suprarenal; RI: 
riñón izquierdo; VRI: vena renal izquierda. Eri: colateral esplenorenal inferior; VE: 
vena esplénica, PR: colateral pararrectal; VMS: vena mesentérica superior. 
 
 
2. G. 3. Vasculopatía venosa mesentérica 
Se denomina vasculopatía venosa mesentérica a la dilatación y 
tortuosidad de las ramas de la vena mesentérica superior. Se consideran 
tres grados de vasculopatía venosa mesentérica (Aller et al., 2001): 
 Grado 0: aspecto macroscópico normal de las ramas de la vena 
mesentérica superior. 
 Grado I: dilatación y tortuosidad de las ramas mesentéricas, 
secundarias al clampaje de la vena mesentérica superior. 
 Grado II: dilatación y tortuosidad espontáneas de las ramas de la 
vena mesentérica superior. 







Figura 18: Vasculopatía venosa mesentérica y esplénica en relación con la cirrosis 
hepática.  
 
Para su estudio, se extrajeron parcialmente las asas intestinales, 
situando el árbol mesentérico por su región ileocecal, donde se visualizaron 
con facilidad las ramas de la vena mesentérica superior (Figura 19). Esto 
es, las ramas de primer y segundo orden  o proximales, por su vecindad 
con la vena mesentérica superior, y las de tercer y cuarto orden o distales, 
por su vecindad con el intestino (íleon y ciego) (Castañeda y cols., 2000).  
 
 
Figura 19. Vascularización venosa mesentérica en la que se observa la vena 
mesentérica superior (flecha) y sus ramas venosas de primer  (1), segundo (2),  
tercer (3) y cuarto (4) orden. 
 
 






2.G.4. Presencia de ascitis y valoración de los niveles de péptido 
relacionado con el gen de la calcitonina (Calcitonin Gen Related 
Peptide, CGRP) e IL-13  en el  líquido ascítico 
 
 Para valorar las concentraciones de CGRP e IL-13 en el líquido 
ascítico se utilizaron técnicas ELISA, de acuerdo a las instrucciones 
aportadas por el fabricante (SPI Bio, Bertin Pharma, Montigny le 
Bretonneux, France y Biosource, Invitrogen S.A., Barcelona, Spain; 
respectivamente). 
 
2.G.5. Extracción sanguínea 
 
Tras realizar un estudio macroscópico de la cavidad abdominal,  
medir la presión portal y valorar los signos macroscópicos sugerentes de 
hipertensión portal, como son el desarrollo de vasculopatía venosa 
mesentérica y de circulación venosa colateral,  se procedió a la extracción 
de sangre de la vena cava inferior infrahepática, obteniéndose entre 5 y 8 
ml de sangre en cada animal (Figura 26). Esta maniobra deja al animal 
exangüe, falleciendo por shock hipovolémico. La sangre se conservó 
refrigerada en hielo (4ºC), y se centrifugó a 3500 rpm durante 15 minutos 
para obtener el suero que,  tras dividirse en tres alícuotas, se conservó a -
42ºC hasta su utilización para determinar diferentes marcadores 
bioquímicos. 
Figura 20. Sacrificio del animal extrayendo la 
sangre de la vena cava inferior tras la laparotomía y exposición de las asas 
intestinales. 






2.G.6. Recogida de muestras histológicas para determinación de 
mediadores inflamatorios   
1. Extracción de una muestra de hígado 
Una muestra del lóbulo medio (LM) hepático fue introducida en 
tubos Eppendorf, sumergidos en nieve carbónica, que posteriormente 
fueron  almacenados en un congelador a –42ºC hasta su estudio. 
2. Extracción del Complejo Linfático Mesentérico Superior 
Los ganglios que componen el Complejo Linfático Mesentérico 
Superior en la rata (Figura 21) se extirparon y se pesaron, y a 
continuación se introdujeron en tubos Eppendorf, sumergidos  en nieve 
carbónica, que posteriormente se almacenaron en un congelador a –
42ºC hasta su estudio. 
 
 
Figura 21. Anatomía del aparato digestivo de la rata. 1: Parte del duodeno; 
2: Yeyuno; 3: Íleon; 4: Unión ileocecal; 5: Complejo linfático mesentérico 
superior; 6: Vasos sanguíneos y linfáticos del mesenterio; 7: Ciego; 8: Ápex del 
ciego; 9: Colon. (Olds et al., 1979). 
 
3. Extracción del íleon 
Se tomó una muestra de íleon terminal, a 1 cm de la unión 
ileocecal. Una vez extraído se pesó, y a continuación se introdujo en 
tubos Eppendorf, que se conservan en nieve carbónica y 
posteriormente en un congelador a -42 ºC- hasta su estudio. 






2. G. 7. Recogida  de muestras para estudio histopatológico 
Durante la necropsia de los animales se procedió a la resección 
del hígado, individualizándose  sus lóbulos anteriores y posteriores, y 
se tomó una muestra del lóbulo medio derecho, que se transfirió a un 
tubo que contenía Formol al 10% para su posterior estudio 
histopatológico. Además, se extrajeron muestras de duodeno, yeyuno, 
íleon y ciego, se eliminó su contenido mediante la perfusión 
intraluminal de solución salina isotónica y se introdujeron en tubos que 
contenían formol al 10% para su posterior estudio histopatológico. 
Por último, también se extirparon el bazo y los testículos para ser 
registrado su peso. 
 
2.H. DETERMINACIÓN SÉRICA DE PRUEBAS DE FUNCIÓN HEPÁTICA 
  
2.H.1. Bilirrubina total y directa: 
Las concentraciones séricas de bilirrubina total  y directa se 
determinaron por una técnica fotocolorimétrica, de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante (Olympus Irlanda ref. OSR 6111 y OSR 
6112, respectivamente). Esta técnica consiste en una diazoreacción 
basada en el principio de Jendrassik y Gróf (Doumas y cols., 1985). En 
medio ácido la bilirrubina conjugada reacciona con una sal para formar 
azobilirrubina (azopigmento). Esto es lo que se denomina bilirrubina 
directa. Si a la muestra de suero y reactivo añadimos una sustancia 
aceleradora (cafeína y agentes surfactantes) conseguimos que 
reaccione el total de la bilirrubina, denominando a la diferencia entre la 
total y la directa fracción indirecta (no conjugada). La concentración de 
bilirrubina  presente en el plasma es proporcional a la concentración de 
azopigmento que se produce (Higgins y cols., 2006).  La utilización de 
un reactivo compuesto por ácido sulfanílico, ácido clorhídrico y dimetil 
sulfóxido (DMSO) permite la formación de azobilirrubina por una 
reacción de diazotación, que es de color rojo cereza. La absorbancia de 
la muestra se valora por espectrofotometría a una longitud de onda de 
555 nm (530-580) y a 20-25ºC (Matimeck y cols., 1966; Sorinson y 
cols., 1971; Royer y cols., 1973). 






2.H.2. Transaminasas hepáticas: 
Se determinaron la concentración de las transaminasas hepáticas 
aspartato aminotransferasa (AST) y alanin aminotransferasa (ALT) 
utilizando un test cinético espectrofotometrico de ultravioleta 
optimizado según estándar de la International Federation for Clinical 
Chemistry (IFCC) (Schuman y cols., 2002a, Schuman y cols., 2002b, 
Schuman y cols., 2006) de acuerdo a las instrucciones del fabricante 
(Olympus Irlanda refs. OSR6109 y SR6107, respectivamente). La 
valoración de AST se fundamenta en la reacción del α-cetoglutarato y 
el aspartato, catalizada por la AST, transformándose en L-glutamato y 
oxalacetato, cuya reacción con NADH e Hidrogeniones da lugar a 
malato y a NAD+, por acción de  la enzima Malato Deshidrogenasa. El 
método de valoración se basa en esta oxidación del NADH a NAD+, y 
se mide el valor medio de los incrementos de extinción por minuto 
mediante un test U.V. cinético (normativa IFCC) a una longitud de 
onda de 334 nm, 340 nm y 365 nm. La técnica de determinación de la 
ALT sigue estos mismos principios, si bien en este caso los sustratos 
de la reacción catalizada por la ALT son el α-cetoglutarato y la L-
alanina, que se convierten en L-glutamato y piruvato. Aquí, es el 
piruvato el que se combina con NADH e hidrogeniones para dar (por 
una reacción catalizada por la enzima Lactato Deshidrogenasa)  
Lactato y NAD+ (Bergmeyer y cols., 1976; Bergmeyer y cols., 1978; 
Bergmeyer y cols., 1980; Izquierdo y cols., 1982). 
 
2.H.3. Fosfatasa alcalina: 
La fosfatasa alcalina se determina utilizando un test cinético 
fotocolorimétrico según estándar de la International Federation for 
Clinical Chemistry  (IFCC) (Olympus Irlanda ref. OSR6104), que se 
basa en la hidrolización de los ésteres del ácido fosfórico en medio 
alcalino, produciendo fosfato inorgánico y el correspondiente resto 
orgánico con el que se había esterificado. Para su valoración se utiliza 
un test cinético optimizado con el que se mide el valor medio de los 
incrementos de extinción por minuto a una longitud de onda de 405 
nm y a 25 ºC, 30ºC y 37ºC, siguiendo el protocolo DGKC (Heussament 






y cols., 1977; Izquierdo y cols., 1982; Tietz y cols., 1983; Tietz y cols., 
1993). 
 
2.H.4. - glutamil-transferasa: 
Para la cuantificación sérica de las concentraciones de  - 
glutamil-transferasa (GGT) se utilizó un método fotocolorimétrico (GGT 
Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6120).  GGT 
cataliza la transferencia de un grupo -glutamil de un sustrato donante 
(-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida) a un receptor (glicilglicina), 
produciéndose -glutamilglicilglicina y 5-amino-2-nitrobenzoato. El 
aumento  de la concentración de éste último produce cambios en la 
absorbancia en una longitud de onda de 410 nm, siendo por tanto la 
misma directamente proporcional a la actividad enzimática de GGT. 
(Izquierdo y cols., 1982; Schuman y cols., 2002c,  Panteghini M, 
2006).  
 
2.H.5. Lactato deshidrogenasa: 
Para la determinación de las concentraciones séricas de Lactato 
deshidrogenasa (LDH) se utilizó un test cinético espectrofotométrico de 
ultravioleta (LDH Olympus System Reagent, Olympus Irlanda ref. 
OSR6126) recomendado por el Comité Escandinavo de Enzimas (SCE). 
LDH es una enzima que cataliza la reducción de piruvato a lactato en 
un medio con pH neutro produciéndose en esta reacción la  oxidación 
(consumo) de NADH. La concentración de NADH se monitoriza 
mediante la absorbancia en la longitud de onda de 340nm. La 
disminución en la absorbancia por minuto ( A /min) es proporcional a 
los micromoles de sustrato transformado en ese periodo de tiempo y, 
por lo tanto es proporcional a la actividad de la LDH  (Scandinavian 
Committee on Enzymes, 1974; Izquierdo y cols., 1982)  
 
2.H.6. Ácidos biliares: 
Para la determinación de las concentraciones séricas de ácidos 
biliares se utilizó un método cinético fotocolorimétrico enzimático 
(Randox Laboratories Ltd. United Kingdom Cat.No.BI3863). En una 






primera reacción los ácidos biliares son oxidados  por la enzima 3- 
hidroxiesteroide dehidrogenasa, con la subsiguiente reducción del 
Thio-NAD a Thio-NADH. La tasa de formación de éste último 
compuesto se valora midiendo los cambios en la absorbancia específica 
en 405 nm. 
 
2.H.7. Proteínas totales: 
Las proteínas totales se determinaron mediante el test 
colorimétrico “Biuret”, basado en que los grupos -CO-NH- unidos entre 
sí dan una reacción con formación de color violeta con las sales 
cúpricas en medio alcalino, siendo la más representativa y simple la 
que da con el reactivo de Biuret. Se valora la absorbancia de la 
muestra por espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm. Es 
en la actualidad, constituye el método más exacto y simple para la 




La albúmina sérica se cuantificó mediante el test fotocolorimétrico 
denominado “verde de bromocresol” (Olympus Irlanda ref. OSR6102), 
en el cual la muestra  se combina con este colorante a determinado 
pH, produciéndose un cambio de color del indicador, que pasa de  
amarillo verdoso a verde azulado. La absorbancia de la muestra se 
valora por espectrofotometría a una longitud de onda de 630 nm a 
temperatura ambiente (Doumas y cols., 1971; Webster y cols., 1974). 
 
2.H.9. Creatinina: 
Las concentraciones séricas de creatinina se valoraron mediante 
un test químico cinético fotocolorimétrico (Creatinin Olympus System 
Reagent; Olympus Irlanda ref. OSR6178), que se fundamenta en la 
reacción de Jaffé. La creatinina en un medio alcalino reacciona con el 
ácido pícrico formando un producto de color amarillo-naranja que es 
visible en el espectro de longitud de onda de 520/800 nm. La velocidad 
de cambio en la absorbancia es proporcional a la concentración de 






creatinina en la muestra (Folin, 1904; Cook, 1971; Larsen, 1972; 
Lamb y cols., 2006). 
 
2.H.10. Urea: 
Los niveles séricos de urea  fueron cuantificados con un método 
enzimático cinético por espectrofotometría ultravioleta (Urea Olympus 
System Reagent; Olympus Irlanda ref. OSR6134). La urea es 
hidrolizada en presencia de agua y de ureasa dando lugar a un ión 
amonio y dióxido de carbono. El amonio producido en ésta primera 
reacción reacciona con 2-oxoglutarato y NADH produciéndose  
glutamato y NAD+ en presencia de GLDH. El descenso en la 
concentración de NADH produce una disminución en la absorbancia por 
unidad de tiempo  en la longitud de onda de 340 nm que es 
proporcional a la concentración de urea (Sampson y cols., 1980; Lamb 
y cols., 2006) 
 
2.I. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE CITOQUINAS EN 
HÍGADO, ÍLEON  Y GANGLIOS LINFÁTICOS MESENTÉRICOS  
 
 La determinación de las concentraciones tisulares de citoquinas se 
realizó mediante una técnica de inmunoensayo enzimático de tipo  
enzyme-linked immunosorbent assay  (ELISA), utilizando kits 
comerciales específicos para rata (BioNOVA Científica Ltd., Madrid, 
España). 
 
 2.I.1   Homogeneización de los tejidos 
 Las muestras de tejido congelado se introdujeron en tubos de 
polipropileno (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, Estados Unidos) 
que contenían tampón de lisis a 4°C (10 ml de tampón/g de tejido). El 
tampón de lisis contiene fenilmetilsulfonil flúor (PMSF; Sigma Chemical 
Company), pepstatina A 1 μ g/ml (Sigma Chemical Company), 
aprotinina (Sigma Chemical Company), antipaína (Sigma Chemical 
Company) y leucopeptina en tampón fosfato a pH 7,2 con el 0,05% de 
azida sódica. Las muestras se homogeneizaron 3 veces durante 30 s 






con un homogeneizador eléctrico (Polytron; Brinkmann Instruments, 
Westminster, Estados Unidos) a máxima velocidad. A continuación, las 
muestras  son “sonicadas” 5 veces, y se congela el sobrenadante a –
80°C para permitir la formación de agregados macromoleculares. Tras 
su descongelación a 4º C se centrifugaron a 3.000 rpm y se midió el 
volumen final de homogeneizado con una pipeta graduada. Los 
homogeneizados tisulares se almacenaron a – 80 ºC hasta la 
realización de la determinación cuantitativa de las citoquinas. 
 
 2.I.2.  Valoración  de los niveles tisulares  de citoquinas  
 La cuantificación de los niveles tisulares de TNFα, IL-1β, IL-4, IL-
10, IL-13, IL-17A,  monocyte chemoattractant protein (MCP-1), factor 
de crecimiento transformador beta 1 (transforming growth factor β1; 
TGF-β1) y Factor de crecimiento de endotelio vascular (vascular 
endothelial growth factor; VEGF) se realizó mediante  un método 
enzyme linked-immuno-sorbent-assay (ELISA), utilizando kits 
específicos para rata, de acuerdo a las instrucciones del fabricante 
(DIACLONE SAS, Besanςon, Francia). 
 
 
Figura 22.  Formación de un “sándwich” de fase sólida constituido por 
Anticuerpo-Antígeno-Anticuerpos-Enzima. 
 
2.I.3. Determinación de los niveles tisulares de proteínas  
Para valorar las concentraciones de proteínas en las muestras 
tisulares se utilizó un método químico espectrofotométrico. Se prepara 
una solución patrón de albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma) a una 
concentración de 1 mg/ml en PBS. Posteriormente, se añaden a las 
cubetas de lectura del espectrofotómetro 2, 4, 8, 12, 16, 20 l de 






dicha solución, y se completan hasta un volumen final de 800l de PBS 
(es decir, añadiremos 798, 796, 792, 788, 784 y 780 l de PBS). 
Añadimos a todas las cubetas 200 l de reactivo de Bradford (BIO-RAD 
Protein Assay) y dejamos actuar 5 minutos. Posteriormente, se 
procede a la lectura de la absorbancia en un espectrofotómetro 
Ultrospect III (Pharmacia) a 595 nm., calibrándolo en blanco sin 
proteína, que contiene 800 l de PBS y 200 l de reactivo de Bradford, 
y se realiza la curva patrón. Para calcular la cantidad de proteína de 
las muestras del complejo linfático mesentérico superior (CLMS) y del 
íleon fue necesario hacer una dilución 1/10 en PBS, porque al estar 
muy concentradas, quedaban fuera de la curva patrón. Se extrapoló el 
valor de la absorbancia obtenida de la muestra problema sobre la 
curva patrón, y así se obtuvo la concentración de proteínas. Todas las 
muestras se valoraron como mínimo dos veces, y posteriormente se 
realizó la media aritmética de los valores obtenidos. 
 La cantidad de proteínas presente en las muestras se cuantificó 
mediante el método Bradford, que está basado en los cambios de color 
que sufre el reactivo Bradford (Azul de Coomassie) cuando se une a 
residuos de proteínas, concretamente a aminoácidos básicos 
(principalmente arginina) y a aminoácidos aromáticos.  
 
2.J. ESTUDIO MICROSCÓPICO E HISTOPATOLÓGICO 
 
Para el estudio histopatológico se procesaron las muestras 
mediante técnicas de rutina para microscopía óptica: 
 
2.J.1 Fijación 
La fijación de los tejidos es indispensable para evitar los procesos 
autolíticos o postmortem de las células de forma inmediata, y para que 
las estructuras tisulares se conserven e inmovilicen. Para esto, se 
introdujeron los tejidos inmediatamente tras su extirpación en formol 
tamponado al 10%, que tiene una penetración relativamente rápida en 
los mismos. El tiempo de fijación para este reactivo es de 12 a 24 
horas. 







Tras el tallado de los órganos, las piezas seleccionadas se 
incluyeron en parafina mediante un sistema automático con 
temperatura y vacío controlado por ordenador (Histomatic 166 MP, 
Fisher). En este procesado automático, inicialmente, las piezas se 
sumergieron en una cubeta con agua destilada. Dado que la parafina 
no es soluble en agua, previamente a la inclusión hay que deshidratar 
el tejido para que ésta pueda penetrar en el mismo. Durante este 
proceso de deshidratación progresiva, se pasan las muestras por 
cubetas que contienen concentraciones crecientes de alcohol etílico: 
primero al 70%, después al 96% y por último alcohol absoluto 
(100%). El tejido se sumerge en cada cubeta 3 veces, durante 10 
minutos cada vez, pasando después a la siguiente cubeta y repitiendo 
este proceso. A continuación, se realiza el aclarado, que es un paso 
necesario para que se pueda incluir el tejido en parafina, ya que ésta 
tampoco es soluble en alcohol. El agente más utilizado es el xilol, 
debido a su rápida acción, si bien se pueden utilizar también benzol o 
toluol. De esta forma, se sustituye el alcohol etílico (deshidratante) por 
xilol (sustancia miscible con la parafina), de forma que la parafina se 
pueda disolver y penetrar en el tejido. Finalmente, en la estación de 
inclusión, se procedió a la obtención de los bloques de parafina sólidos 
con la pieza de tejido en su interior. Para ello, se impregna el material 
en parafina blanda a 46ºC durante 1 hora, tiempo tras el cual se 
realiza un segundo baño en parafina dura a 58ºC durante 1 hora. Por 
último, se coloca la muestra en una cubeta, se vierte la parafina dura 
fundida en su interior, y se enfría en hielo. 
 
2.J.3. Procesado de los cortes 
 Tras la inclusión, se procedió a realizar el corte de las piezas con un 
microtomo de parafina tipo Minot (Microm), obteniéndose secciones de 
4 a 7 μm de grosor. A continuación, las secciones colocadas en un 
portaobjetos e identificadas se sometieron a un proceso de 
desparafinado. Para esto, se somete a las preparaciones a tres baños 
de 3 a 5 minutos en xilol. Posteriormente, se han de hidratar para que 






los colorantes puedan actuar. Esto se hace utilizando alcohol en 
concentraciones decrecientes (absoluto, 96 % y 70%) y, finalmente, 
agua destilada. Las muestras han de estar sumergidas en cada baño 
entre 3 y 5 minutos. 
 
2.J.4. Tinción y montaje 
Finalmente, se llevó a cabo la tinción de las preparaciones con 
Hematoxilina-Eosina, y Tricrómico de Masson  para la posterior 
observación al microscopio óptico de las diferentes muestras tisulares. 
Una vez teñidos con los protocolos que se indican a continuación, se 
debe extraer el agua de la preparación para evitar la opacidad del 
tejido. La deshidratación se lleva a cabo por alcoholes de gradación 
creciente. A continuación, se realiza un aclarado con xilol, que 
disminuye el contraste de los índices de refracción de los componentes 
de los tejidos y, para finalizar, se procede a su montaje, colocando una 
gota del medio de montaje (bálsamo de Canadá o un medio sintético) 
sobre el corte, apoyando y presionando sobre éste el cubreobjetos 
para eliminar las burbujas. Por último, se limpia el medio de montaje 
excedente y se deja secar. 
 
  2.J.4.a. Hematoxilina-Eosina: 
Es una tinción general que nos proporciona una visión global de 
las estructuras tisulares. Los portaobjetos con las secciones 
desparafinadas se sumergieron en hematoxilina de Harris durante 10 
minutos, y después se lavaron en agua destilada durante otros 10 
minutos. A continuación se sumergieron en eosina unos segundos, se 
lavaron con agua destilada de nuevo y se procedió a su deshidratación  
en alcoholes y montaje. 
 
 2.J.4.b. Tricrómico de Masson: 
Se ha utilizado para poner de manifiesto las diferentes capas: 
muscular, tejido conectivo y, además es un colorante que tiene gran 
afinidad por el tejido fibroso. Los cortes ya hidratados se sumergen en 
hematoxilina férrica de Weigert´s durante 20 minutos, y después se 






lavan con agua corriente durante 1 minuto. A continuación, se 
diferencian en alcohol ácido (1% ácido Clorhídrico en alcohol al 70%) 
durante 10 segundos. Se lava en agua corriente durante 5 minutos. Se 
tiñe entonces con el reactivo rojo (Briebrich scarlet, fucsina ácida y 
ácido acético glacial) durante 15 minutos, y se aclara con agua 
destilada. Se trata con ácido fosfotungsténico al 5% durante 15 
minutos y se aclara brevemente en agua destilada. Se elimina el 
exceso de agua y se observa la preparación para asegurarse de que la 
tinción es adecuada. Se introduce en la tinción verde durante 1 minuto 
y se aclara con agua destilada. Después, se trata con ácido acético al 
1% durante 3 minutos, y se aclara con agua destilada. Se elimina el 
exceso de agua y se comprueba que la tinción es adecuada. Para 
finalizar, se deshidrata en alcoholes de gradación creciente y se monta. 
 
2.J.5. Estudio histomorfométrico de fibrosis en  el 
parénquima hepático con tinción de rojo sirio 
      Para valorar el grado de fibrosis en el hígado se utilizó un sistema 
de análisis de imagen que cuantifica el colágeno del mismo midiendo 
en secciones histológicas el área teñida con Rojo Sirio. Las imágenes 
microscópicas se captaron con una cámara Leica DC 300 acoplada a un 
microscopio Leica DM 5000B con pletina motorizada. Se digitalizó un 
área mínima de 15 mm
2 
de tejido mediante la captación secuencial y 
automática de imágenes microscópicas obtenidas con el objetivo 10x. 
Para cuantificar el área teñida por el Rojo Sirio respecto al área total 
del tejido hepático se utilizó el software Leica Qwin. En ésta aplicación 
informática se desarrolló un procedimiento o rutina que incluyó la 
segmentación de cada una de las imágenes con el fin de obtener el 
área teñida por Rojo Sirio en valores numéricos. Así, comparando el 
valor numérico del área teñida con Rojo Sirio respecto al valor 
numérico del área total analizada se obtiene el porcentaje de área del 










2.K. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó la aplicación 
informática SPSS versión: 15.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA).  En primer lugar, se realizó un estudio descriptivo de los 
resultados obtenidos, expresándolos mediante una medida de 
centralización (media aritmética) y una medida de dispersión 
(desviación estándar) (x ± DE).  
 La comparación entre variables cualitativas y cuantitativas se ha 
realizado mediante la función Chi Cuadrado, estableciendo la 
significación estadística en función de los residuos corregidos, 
considerándose un resultado significativo cuando dicho residuo no está 
incluido en el intervalo [+2, -2]. 
Para comparar las variables cuantitativas se  utilizó la prueba de 
análisis de la varianza (ANOVA). En éste último caso, cuando existía un 
contraste estadísticamente significativo se empleó el test de Duncan 
para contrastes a posteriori. Previamente, se había comprobado que 
las variables estudiadas se ajustaban a una distribución Normal 
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los resultados se 




























                                            IV. RESULTADOS 
 





1. SUPERVIVENCIA Y COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS 
1.A. Supervivencia 
      De todos los animales que formaron parte del diseño experimental  
 sobrevivieron 118, 50 de los cuales fueron pseudo-operados (PSO) y 68 con 
colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ). Los animales con CMQ 
presentaban ictericia y coluria intensas, así como acolia moderada.  
1.B. Complicaciones postoperatorias 
Las ratas pseudooperadas no presentaron complicaciones durante la 
evolución postoperatoria (p.o.). Por el contrario, las ratas con CM sufrieron 
las siguientes alteraciones: 
Pared abdominal: 
     En los animales colestásicos la cicatriz de la laparotomía mostraba 
evidentes alteraciones tróficas e, incluso  en  8 casos (11,76%) se 
desarrollaron eventraciones.  
Complicaciones neurológicas: 
      A las 8-9 semanas  del p.o. los animales colestásicos se muestran 
menos reactivos y disminuye su movilidad, siendo además, sus movimientos 
más lentos respecto a las ratas pseudooperadas y disminuye su respuesta a  
los estímulos dolorosos. 
   Síntomas colestásicos: 
        Los animales con CM presentaban ictericia cutánea, más evidente en 
las orejas, las extremidades y la cola, coluria y acolia. 
 
1.C. Hallazgos macroscópicos en la necropsia 
Pared abdominal: 
       La observación macroscópica de la pared abdominal cuando se 
sacrifican los animales, a las 8-9 semanas del p.o., demuestra un 
significativo déficit de la cicatrización, con atrofia de la capa muscular  y, en  
8 casos (11,76%)  eventración.  
Complicaciones hemorrágicas:  
       Al realizar la laparotomía en el momento del sacrificio, en las ratas 
con CM se produce mayor hemorragia respecto de las ratas pseudooperadas. 
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Además, 16 (23,53%) ratas colestásicas presentan hematomas 
intramusculares en los puntos de punción para la administración de la 
profilaxis anti-hemorrágica y antibiótica en las extremidades inferiores.  
 
Afectación hepática: 
       En las ratas con CM existe una heterogeneidad de la afectación hepática. 
Algunos animales (n=12; 17,65%) presentan aumento intenso de la 
consistencia hepática y hepatomegalia franca, asociado a un gran volumen 
de ascitis, e intensa ictericia muco-cutanea, en tanto que el resto (n=56; 
82,35%)  desarrollan hígados congestivos o esteatósicos sin tanto aumento 
de la consistencia hepática ni signos marcados de hipertensión portal. Un 
mínimo porcentaje de ratas  (n=3; 4,41%) desarrollan pequeños quistes 
biliares a nivel hiliar previos a la ligadura de los conductos biliares de drenaje 
de cada lóbulo hepático. En ocasiones (n=48; 70,59%) se aprecian 
adherencias epiploicas al hígado con circulación colateral porto-hepática. A su 
vez, en las ratas colestásicas que recibieron tratamiento con ketotifén a 
partir de la sexta semana del p.o. la presencia de ascitis es mínima y el 
hígado tiene un aspecto congestivo, pero sin aumento de su consistencia y 
ocasionalmente presentan algún foco de necrosis. 
 
Sistema gastro-intestinal: 
        Algunas ratas (n=27; 39,71%)  desarrollan úlceras gástricas. El 
estómago e intestino delgado aparece ocasionalmente con paredes 
engrosadas y edematosas. También se observa ocasionalmente edema 
retroperitoneal y pancreático. Es frecuente encontrar circulación colateral 
portosistémica, vasculopatía venosa mesentérica y adenitis mesentérica 
hemorrágica. En las ratas colestásicas tratadas con ketotifén se produce una 
marcada atrofia de la grasa mesentérica. 
 
Tórax: 
          A nivel torácico se ha comprobado la existencia de edema pulmonar y 
derrame pleuro-pericárdico en algunas (n=12; 17,65%). 
 
 




          Los testículos de las ratas con colestasis se muestran disminuidos de 
tamaño, edematosos y con tinte ictérico. Los riñones presentan mayor 
tamaño y desarrollan un color verde oscuro.  
 
2. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL 
 Los resultados correspondientes al peso corporal (PC) de los animales, 
tanto al inicio como al final del estudio, así como el incremento de peso 
corporal, se representan en la tabla 1 y en las figuras 29, 20 y 31. El 
incremento del peso corporal al final del período evolutivo es menor 
(p<0.001) en las ratas con colestasis (CMQ), tanto a las seis como a las 8-9 
semanas de evolución p.o. respecto de sus correspondientes ratas 
pseudooperadas (PSO). (Tabla 1; figura 31).  La administración de ketotifén 
a los animales PSO apenas produce variaciones es su aumento de peso al 
final del período p.o. de 8-9 semanas, en tanto que en las ratas colestásicas 
ketotifén causa un incremento  (p<0.01) de PC respecto de las ratas con 
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Tabla1. Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de 
peso corporal (ΔPC; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-
9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 



































































































































Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф 
p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-
KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ●● 
p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 




Figura 29: Peso corporal inicial en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Peso corporal inicial (PCI;g), en ratas pseudo-operadas (PSO), y con 
colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ). Media ± desviación estándar. ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9. 
  
Figura 30: Peso corporal final en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Ф p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; Σ 
p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ p<0.01: valor ES respecto de 
CMQ-6. 





Figura 31.Incremento de peso corporal (ΔPC; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con 
colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; Σ 
p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-6; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
3.  PESO HEPATICO 
  Los animales con colestasis a las 8-9 semanas del p.o., tanto los que 
no fueron tratados con ketotifén como los que recibieron ketotifén desde la 
sexta semana del p.o. hasta su sacrificio, presentaban hepatomegalia 
(p<0.001) respecto a los animales pseudooperados (tabla 2; figura 32).  Por 
el contrario a las 6 semanas de evolución, el peso hepático (PH) es similar en 
las ratas con colestasis  respecto de los PSO (tabla 2; figura 32). El PH en las 
ratas colestásicas de larga evolución (8-9 semanas del p.o) es superior 
(p<0.001) respecto de las ratas con colestasis a las 6 semanas de evolución 
(tabla 2; figura 32). La administración de ketotifén parece no ejercer efectos 
sobre el PH ni en los animales PSO, ni en los colestásicos (tabla 2; figura 32). 
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   Cuando analizamos la relación PH/PC los resultados son similares, 
salvo por el hecho de que a las 6 semanas del postoperatorio se produce un 
incremento de PH/PC  (p<0.001) en las ratas con colestasis respecto de las 
pseudo-operadas (tabla 2; figura 33). 
 
Tabla 2. Peso hepático (PH;g), Relación peso hepático / peso corporal x 100 (PH/PC; 
%) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF).en ratas pseudo-operadas (PSO), y 
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Media ± desviación estándar. ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; 
●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-KTF  




Figura 32: Peso hepático (PH;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
   
  
Figura 33: Relación peso hepático / peso corporal x 100 (PH/PC; %) en la Serie I, 
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 
y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF).en ratas pseudo-operadas (PSO), y con 
colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ). Media ± desviación estándar. ‡‡‡ 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; 
*** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
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  En lo referente al peso de los lóbulos hepáticos, la distribución del peso 
de los lóbulos anteriores (medio y lateral izquierdo) y de los lóbulos 
posteriores (lateral derecho y caudado) sigue la misma pauta. Así, el peso 
lobular hepático aumenta (p<0.001) en las ratas con colestasis, con  o sin 
ketotifén, respecto de las pseudooperadas, pero sólo a las 8-9 semanas del 
p.o. (tabla 3; figuras 34 y 35). Además, el peso  de los lóbulos hepáticos 
anteriores y posteriores  en las ratas con colestasis a las 8-9 semanas de 
evolución es superior (p<0.001) respecto al registrado a las 6 semanas del 
p.o. (tabla 3; figuras 34 y 35). 
Tabla 3. Peso de los lóbulos hepáticos anteriores (PLLAA;g) y de los lóbulos 
hepáticos posteriores (PLLPP; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 

































Media ± desviación estándar. ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; 
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Figura 34: Peso de los lóbulos hepáticos anteriores (PLLAA;g) en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF. 
 
Figura 35: Peso de los lóbulos hepáticos posteriores (PLLPP; g) en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF. 




Cuando se consideran el peso de los lóbulos hepáticos anteriores (medio y 
lateral izquierdo) y posteriores (lateral derecho y caudado) respecto del peso 
corporal, el índice del peso de los lóbulos anteriores respecto del peso 
corporal es mayor (p<0.001)  en las ratas con colestasis a las 6 semanas 
respecto de las ratas colestásicas a las 9 semanas de evolución (tabla 4; 
figura 36). Además, en éste período del p.o. este índice es también mayor 
(p<0.01) en las ratas con colestasis respecto de las ratas pseudo-operadas. 
Tras 8-9 semanas de evolución la administración de ketotifén aumenta 
(p<0.05) el índice peso LLAA/PC  en los animales pseudo-operados, en tanto 
que lo disminuye (p<0.01) en las ratas colestásicas (tabla  4; figura 36). Por 
el contrario, la relación de los LLPP/PC es menor (p<0.001)  en las ratas con 
colestasis a las 6 semanas respecto de las ratas colestásicas a las 9 semanas 
de evolución (tabla  4; figura 37). Además, en éste período del p.o. este 
índice es también menor (p<0.01) en las ratas con colestasis respecto de las 
ratas pseudo-operadas. Tras 8-9 semanas de evolución la administración de 
ketotifén aumenta (p<0.05) el índice peso LLPP/PC  en las ratas colestásicas 





















Tabla 4. Relación peso lóbulos hepáticos anteriores / peso hepático x 100 (PLHA/PH; 
%), Relación peso lóbulos hepáticos posteriores / peso hepático x 100 (PLHP/PH; %) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
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Media ± desviación estándar. Ф p<0.05: ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: 
valor ES respecto de PSO-9;  ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-6; ● p<0.05; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-9; * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 
   




Figura 36: Relación peso lóbulos hepáticos anteriores / peso hepático x 100 
(PLHA/PH; %), en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); 
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con Ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;  ‡‡ 
p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6;  ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor 
ES respecto de CMQ-9; * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 
 
Figura 37: Relación peso lóbulos hepáticos posteriores / peso hepático x 100 
(PLHP/PH; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); 
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con Ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ● 
p<0.05; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05: ** 
p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF. 





     
(A)      (B) 
Figura 38. Fotografía comparativa del aspecto macroscópico del hígado en una rata 
del grupo de pseudo-operadas (A), y otra del grupo con colestasis (B). Se aprecia 




4. PESO ESPLÉNICO 
  Todos los animales con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas 
de evolución p.o., mostraron esplenomegalia, siendo el aumento del peso 
esplénico (PE) y del índice peso esplénico/peso corporal (PE/PC)  significativo 
(p<0.001) respecto de las ratas pseudooperadas (tabla 5; figura 39). En las 
ratas con colestasis el índice PE/PC es superior (p<0.001) a las 6 semanas 
respecto de las ratas que se estudiaron a las 8-9 semanas del p.o. La 
administración de ketotifén no reduce la esplenomegalia en las ratas con 
colestasis, aunque si hay una menor (p<0.05) relación PE/PC en las ratas 
con colestasis a las que se administra ketotifén (CMQ-KTF) al compararlas 


















Tabla 5. Peso esplénico (PE;g) y Relación peso esplénico / peso corporal x 100 
(PE/PC; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la 
Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 


































































































Media ± desviación estándar. ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05: *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 




Figura 39: Peso esplénico (PE;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTFPeso esplénico (PE;g) en ratas pseudo-operadas (PSO), y con colestasis 
microquirúrgica extrahepática (CMQ). Media ± desviación estándar. ‡‡‡ p<0.001: 
valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF 




 Figura 40: Relación peso esplénico/peso corporal x 100 (PE/PC; %) Peso esplénico 
(PE;g)en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) en ratas pseudo-operadas (PSO), y 
con colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ). Media ± desviación estándar. ‡‡ 
p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-9; * p<0.05: *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 
     
Figura 41. Fotografía comparativa del tamaño de un bazo de una rata con CMQ 
(peso de 1,13 g) y de otra pseudo-operada (peso 0,88g). 
 
 





5. PESO TESTICULAR 
  En las ratas con colestasis, tanto a las 6 como  a las 8-9 semanas de 
evolución p.o., se produce atrofia testicular, siendo el peso testicular inferior 
(p<0.001)  en éstos animales  respecto de los animales pseudooperados 
(tabla 6; figura 51). El PTT es inferior  (p<0.001) a las 6 semanas de 
colestasis respecto a la evolución más prolongada (8-9 semanas) (tabla 6; 
figura 51).  La administración de ketotifén a las  ratas con colestasis (CMQ-
KTF) no ejerce ningún efecto sobre el peso testicular (tabla 6; figura 51). Sin 
embargo, cuando el peso testicular se considera respecto del peso corporal, 
la atrofia testicular es menor (p<0.05) en las ratas con colestasis y, además 
ketotifén parece ejercer un efecto trófico  ya que el peso testicular en las 

























Tabla 6. Peso testicular bilateral (PTT;g), Relación peso testicular / peso corporal x 
100 (PTT/PC; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); 
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 








































































































Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor 
ES respecto de PSO-6; ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-6; ● p<0.05; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; 
** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




Figura 42: Peso testicular bilateral (PTT;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF. Media ± DE. ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ● p<0.05; ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-KTF.  
 
 




Figura 43: Relación peso testicular / peso corporal x 100 (PTT/PC; %)  en la Serie 
I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. β p<0.05; 
ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: 




Figura 44. Imagen demostrativa de la atrofia testicular que se produce en las ratas 
con colestasis (derecha) respecto de las ratas pseudo-operadas (izquierda). 
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6. PRESIÓN PORTAL   
La presión portal aumenta en las ratas con colestasis  con respecto a las 
pseudooperadas (p<0,001), sin existir diferencias cuando se tratan con 




Tabla 7: Presión Portal (PP; mm Hg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 
y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 











































Media ± desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF. 




Figura 45: Presión Portal (PP; mm Hg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-




 7. CIRCULACION COLATERAL VENOSA PORTOSISTÉMICA 
  El desarrollo de circulación colateral portosistémica se produce en 
todas  las áreas anatómicas exploradas (paraesofágica, esplenorrenal y 
pararrectal), y prácticamente en  la totalidad de los animales con CMQ 
(figuras 46, 47 y 48). Existe mayor presencia de circulación colateral 
paraesofágica y pararrectal en las  ratas con colestasis sacrificadas a las seis 
semanas del postoperatorio (CMQ-6), en particular (95% de circulación 
colateral paraesofágica presente respecto a un 81,1% esperado y un 100% 
de circulación colateral pararrectal presente respecto a un 86,8% esperado) 
respecto de las ratas colestásicas de 8-9 semanas de evolución (tabla 8; 
figuras 46, 48).   
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  La administración de ketotifén a las ratas con colestasis produce una  
disminución del desarrollo de circulación colateral esplenorrenal y pararrectal, 
mientras que no tiene incidencia sobre la paraesofágica (76,9% de 
circulación colateral esplenorrenal presente respecto a un 94,3% esperado y 
un 84,6% de circulación colateral pararrectal presente respecto a un 86,8% 
esperado) (tabla 8; figuras 46, 47 y 48). 
 
Tabla 8. Circulación colateral portosistémica, de tipos paraesofágica (PE), 
esplenorrenal (ER) y pararrectal (PR), en ratas con colestasis microquirúrgica  (CMQ-
9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o); -9); 
en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-6)de en la Serie II ( sacrificadas a las 
6 semanas de evolución p.o.) y en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) 






Grupo PE ER PR 











Serie II CMQ-6 
(n = 20) 
19 95
●







 Serie III CMQ-KTF 
(n = 14) 






Presencia esperada  81,1  94,3  86,8 
*Existe una menor presencia de circulación colateral de la esperada. 
●Existe una mayor presencia de circulación colateral de la esperada. 
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Figura 46: Circulación colateral portosistémica, te tipo paraesofágica (PE)  en ratas 
con colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ) a las 6 semanas de evolución 
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén. 
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Figura 47: Circulación colateral portosistémica, de tipo esplenorrenal (ER)  en ratas 
con colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ) a las 6 semanas de evolución 
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén. 
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Figura 48: Circulación colateral portosistémica, de tipo pararrectal (PR)  en ratas 
con colestasis microquirúrgica extrahepática (CMQ) a las 6 semanas de evolución 
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén. 
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   (a)        (b) 
Figura 49. Imagen fotográfica en la que se observa la existencia de circulación 
colateral venosa esplenorrenal (a) y paraesofágica (b) en una rata con colestasis 




8. VASCULOPATÍA VENOSA MESENTÉRICA 
 La observación macroscópica de la circulación venosa mesentérica 
comprobó el desarrollo de dilatación y tortuosidad de las ramas de la vena 
mesentérica superior. Prácticamente todos los animales con colestasis 
presentaron vasculopatía venosa mesentérica (VVM), si bien las ratas 
sacrificadas a las 6 semanas del postoperatorio presentaron mayor VVM de 
grado I (80% frente a un 50,9% esperada) (tabla 9, figura 50). A medida 
que se alarga el período p.o. estudiado aumenta la gravedad de la VVM, así 
en tanto que a las 6 semanas de evolución  sólo un 15% de las ratas 
colestásicas desarrollan VVM de grado II, su presencia aumenta hasta un 
60% a las 8-9 semanas del p.o. (tabla 9; figura 50).  
 
  La administración de ketotifén no reduce la incidencia de VVM ni su 
gravedad en las ratas estudiadas a las 8-9 semanas de evolución. En éstos 
animales (CMQ-KTF) la ausencia de vasculopatía fue mayor de la esperada 
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Tabla 9. Vasculopatía venosa mesentérica de grado 0 (ausente), grado I (secundaria 
al clampaje de la vena mesentérica superior) y grado II (espontánea) en ratas con 
colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o); -9); en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-6)de 
en la Serie II ( sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.) y en ratas con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 





Grupo Grado 0 Grado I Grado II 






















(n = 14) 
1 7,7
●
 4 30,8 8 61,5 
 
Presencia esperada  5,7  50,9  43,4 
*Existe una menor presencia de circulación colateral de la esperada. 







   (a)  (b)  
Figura 50.  Vascularización venosa mesentérica: 
(a) Rata pseudo-operada en la que se observa el aspecto macroscópico normal de la 
vena mesentérica superior (flecha) y sus ramas. 
(b) Rata con CMQ en la que se aprecia vasculopatía de grado I, con dilatación y 
tortuosidad tras el clampaje la vena mesentérica superior. 
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Grado 0 Grado I
Grado II
Vasculopatía Venosa Mesentérica. CMQ-6
15% 5%
80%
Grado 0 Grado I
Grado II




Grado 0 Grado I
Grado II
 
Figura 51: Desarrollo de Vasculopatía venosa mesentérica en ratas con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas 
de evolución p.o); en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-6) de en la Serie II 
(sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.) y en ratas con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. y tratadas con ketotifén).  
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9. ASCITIS Y CONCENTRACIONES DE PÉPTIDO RELACIONADO CON EL 
GEN DE LA CALCITONINA (CGRP) Y DE INTERLEUQUINA-13 (IL-13) 
EN EL LÍQUIDO ASCÍTICO 
 
9.A. Presencia de ascitis 
A  seis semanas de evolución colestásica ninguna rata presentó ascitis. 
Sin embargo, ésta complicación ya es evidente a las 8-9 semanas de 
evolución, apreciándose una reducción significativa de la misma en los 
animales que han sido tratados con ketotifén (CMQ-KTF) respecto de los que 
no recibieron tratamiento con el fármaco (46.2% vs. 80%). En éste grupo de 
ratas (CMQ-KTF) se demostró la existencia de ascitis  en un 46,2% de los 




Tabla 10. Presencia de ascitis en ratas con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de la 
Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o) y en ratas con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 





Grupo Ausencia de ascitis Presencia de ascitis 









Serie III CMQ-KTF 
(n = 14) 




Presencia esperada  33,3  66,7 
*Existe una menor presencia de ascitis de la esperada. 
●Existe una mayor presencia de ascitis de la esperada. 
















Figura 52: Presencia de ascitis en ratas con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de 
la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. y en ratas 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 
9 semanas de evolución p.o. y tratadas con ketotifén). 
 
  
9.B. Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina 
(CGRP) en el líquido ascítico  
  La administración de ketotifén induce una disminución (p<0,01) de los 
niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (“calcitonin gen-
related peptide”; CGRP) en el líquido ascítico de las ratas con colestasis a las 
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Tabla 11: Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (“calcitonin 
gen-related peptide”; CGRP) en el líquido ascítico de ratas con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas 
de evolución p.o. y en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie 































Figura 53: Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) en 
líquido ascítico de ratas con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. y en ratas con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. y tratadas con ketotifén). Media ± desviación estándar.  ●● p<0.01: 
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9.C. Niveles de interleuquina 13 (IL-13) en el  líquido ascítico 
  Igualmente, la administración de ketotifén induce una disminución 
(p<0,01) de los niveles de IL-13 en el líquido ascítico de las ratas con 
colestasis microquirúrgica (tabla 12; figura 54). 
 
Tabla 12: Niveles de interleuquina 13 (IL-13) en el líquido ascítico de ratas con 
colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. y en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la 


























Media ± desviación estándar.  ●● p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9. 
 
 
Figura 54: Niveles de interleuquina 13 (IL-13) en el líquido ascítico en ratas con 
colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. y en ratas con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF) de la 
Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. y tratadas con 
ketotifén).  Media ± DE;  ●● p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9. 





10. DETERMINACIÓN SÉRICA DE MARCADORES DE FUNCIÓN 
HEPATO-BILIAR 
 
Las concentraciones séricas de transaminasa glutámico oxalacética o 
aspartato aminotransferasa (AST), son superiores (p<0.001) en todas las 
ratas colestásicas, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas del p.o. (tabla 13; 
figura 55). Asimismo, las concentraciones séricas de transaminasa glutámico 
pirúvica o alanin aminotransferasa (ALT) aumentan (p<0.001)  en las ratas 
con colestasis a las 6 semanas de evolución, pero descienden (p<0.01) en 
las ratas colestásicas a las 8-9 semanas del p.o. respecto de su 
correspondiente grupo de ratas pseudo-operadas (tabla 13; figura 56). El 
índice AST/ALT  aumenta en las ratas colestásicas, tanto a las 6 semanas 
(p<0.05), como a las 8-9 semanas (p<0.001) de evolución (tabla 13; figura 
57). 
 
La administración de ketotifén induce un incremento (p<0.01) de AST 
y de ALT (p<0.05) en las ratas con colestasis respecto de las ratas pseudo-
operadas  a las 8-9 semanas del p.o., pero los niveles séricos de AST en éste 
período del p.o. son inferiores (p<0.001) respecto de los medidos a las 6 
semanas de evolución (tabla 13; figura 55). La relación AST/ALT es superior 
(p<0.05) en las ratas con colestasis a las 8-9 semanas del p.o. respecto de 
las ratas pseudo-operadas cuando son tratadas con ketotifén, pero el 
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Tabla 13. Transaminasa glutámico oxalacética (GOT o AST; U/l), transaminasa 
glutámico pirúvica (GPT o ALT; U/l)  y cociente AST/ALT, ) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
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(n = 20) 
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Media ± desviación estándar.  β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-6; Ф p<0.05: ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de 
PSO-9; Σ p<0.05: ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ 
p<0.05; ‡‡ p<0.01: valor ES respecto de CMQ-6; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




Figura 55: Transaminasa glutámico oxalacética (GOT o AST; U/l), en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF).Media ± desviación estándar.  β p<0.05; 
βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05; ФФФ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ 
p<0.01: valor ES respecto de CMQ-6; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 




Figura 56: Transaminasa glutámico pirúvica (GPT o ALT; U/l)  y cociente AST/ALT, ) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar.  β 
p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05: ФФ 
p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05: ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ p<0.01: valor ES respecto de 
CMQ-6; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 




Figura 57: Cociente AST/ALT en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor 
ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; Σ 
p<0.05: ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡ p<0.01: valor 
ES respecto de CMQ-6;  ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: 
valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 Las concentraciones séricas de lactato dehidrogenasa (LDH) aumentan 
en las ratas colestásicas,  pero sólo a las 6 semanas del p.o. (p<0.01) (tabla 
14; figura 58). El tratamiento diferido con ketotifén induce una disminución 
(p<0.05) de LDH sérica  a las 8-9 semanas de evolución  (tabla 14; figura 
58). Por el contrario, los niveles séricos de gamma-glutamiltranspeptidasa 
(GGT) aumentan a las 6 semanas (p<0.001) y a las 8-9 semanas, aunque se 
administre de ketotifén (tabla 14; figura 59). La fosfatasa alcalina aumenta 
(p<0.001) en todas las ratas con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 
semanas del p.o., y tras la administración de ketotifén (tabla 14; figura 60). 
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Tabla 14. Concentraciones séricas de láctico deshidrogenasa (LDH; U/l), gamma 
glutamil transpeptidasa (GGT; U/l) y  fosfatasa alcalina (FAl; U/l)  en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
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Media ± desviación estándar. ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES respecto de 
PSO-6; Ф p<0.05: ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ 










Figura 58: Concentraciones séricas de láctico deshidrogenasa (LDH; U/l)  en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de 
ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ββ 












Figura 59: Concentraciones séricas de gamma glutamil transpeptidasa (GGT; U/l) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 








Figura 60: Concentraciones séricas de fosfatasa alcalina (FAl; U/l)  en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 





Respecto de otros parámetros marcadores de lesión biliar, los niveles 
séricos de bilirrubina total, bilirrubina directa y ácidos biliares aumentan 
(p<0.001), en todos los animales colestásicos respecto de los pseudo-
operados, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas de evolución p.o. (tabla 15; 
figuras 61, 62 y 63). La administración de ketotifén no induce cambios 
significativos en las concentraciones de éstos parámetros (tabla 15; figuras 
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Tabla 15. Bilirrubina total (BT; mg/dl), bilirrubina directa (BD; mg/dl), ácidos 
biliares (µmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); 
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
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Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; 
 
 




Figura 61: Concentraciones séricas de bilirrubina total (BT; mg/dl)  en la Serie I, 
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 




Figura 62: Concentraciones séricas de bilirrubina directa (BD; mg/dl) en la Serie I, 
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 
ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF 




Figura 63: Concentraciones séricas de ácidos biliares en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 





  Respecto de los resultados del lipidograma, los niveles de colesterol en 
sangre aumentan en las ratas con colestasis respecto a las pseudooperadas 
(p<0,001) y no hay diferencias cuando se administra ketotifén  (tabla 16; 
figura 64). Los niveles de triglicéridos no se modifican de forma significativa 
(tabla 16, figura 65). Las concentraciones séricas de lipoproteínas de alta 
densidad (HDL; hight density lipoproteins) disminuyen en las ratas con 
colestasis a las 8-9 semanas de evolución, pero la administración de 
ketotifén induce su incremento (p<0,001).  Las concentraciones séricas de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL; light density lipoproteins) son mayores 
en las ratas con colestasis que en las pseudooperadas (p<0,001), no 
existiendo diferencias tras la administración de ketotifén y, por último, las 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL; very low density lipoproteins) 
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disminuyen (p<0,05) en las ratas colestásicas y tampoco ketotifén ejerce 




Tabla 16: Concentraciones séricas de colesterol (mg/dl), triglicéridos (mg/L)  y 
ácidos grasos no esterificados (NEFA’s) (mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con 
colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
























































































Media ± desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF. 
 




Figura 64: Concentraciones séricas de colesterol (mg/dl) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 




Figura 65: Concentraciones séricas de triglicéridos (mg/L)  en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); y en la Serie III, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas 
(PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). 




Figura 66: Concentraciones séricas de ácidos grasos no esterificados (NEFA’s) 
(mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas 
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-
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Tabla 17. Concentraciones séricas de lipoproteínas de alta densidad (HDL-L; 
mmol/l), lipoproteínas de baja densidad (LDL-L; mmol/l) y de lipoproteínas de muy 
baja densidad (VLDL-L; mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 






























































































Media ± desviación estándar. Ф p<0.05: ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ● p<0.05; ●●● 









Figura 67: Concentraciones séricas de lipoproteínas de alta densidad (HDL-L; 
mmol/L) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas 
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-















Figura 68: Concentraciones séricas de lipoproteínas de baja densidad (LDL-L; 
mmol/l)  en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas 
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-
KTF). Media ± desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ 








Figura 69: Concentraciones séricas de lipoproteínas de alta densidad (HDL-L; 
mmol/l), lipoproteínas de baja densidad (LDL-L; mmol/l) y de lipoproteínas de muy 
baja densidad (VLDL-L; mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF).Media ± desviación estándar. Ф p<0.05: 




  Las concentraciones séricas de proteínas totales descienden (p<0.001) 
en las ratas colestásicas respecto de los animales pseudo-operados, pero la 
administración de ketotifén  aumenta (p<0.05) dichas concentraciones (tabla 
18; figura 71). Igualmente, los niveles séricos de albumina descienden de 
forma significativa (p<0.001) en las ratas con colestasis, tanto a las 6 como 
a las 8-9 semanas de evolución, siendo más marcado dicho descenso a las 6 
semanas del p.o. (p<0.001). La administración de ketotifén reduce 
(p<0.001) las concentraciones séricas de albúmina a las 8-9 semanas de 









Tabla 18. Concentraciones séricas de albúmina (ALB; g/dl) y proteínas totales (PT; 
g/dl)  en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, 
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
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Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05; 
ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de 








Figura 70: Concentraciones séricas de albúmina (ALB; g/dl)  en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ββ: p<0.01;  
βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05; ФФФ p<0.001: valor ES 











Figura 71: Concentraciones séricas de proteínas totales (PT; g/dl)  en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y con colestasis microquirúrgica (CMQ-
6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Ф p<0.05; ФФФ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ● p<0.05: valor 




























Tabla 19. Concentraciones séricas de creatinina (Creat; mg/dL) y urea (mg/dl), en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de 
ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
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Media ± desviación estándar. β p<0.05: valor ES respecto de PSO-6; ФФ p<0.01; 
ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05; ΣΣΣ p<0.001: valor ES 





  Las concentraciones séricas de urea y de creatinina disminuyen 
(p<0.001 y 0.05, respectivamente) en las ratas con colestasis a las que se 
administra ketotifén (p<0,001) respecto de las pseudooperadas (tabla 19, 
figura 72). Además, las concentraciones séricas de creatinina en las ratas 
colestásicas  a las 8-9 semanas del p.o. cuando se administra ketotifén  son 
inferiores (p<0.001) respecto de las ratas con colestasis en el mismo período 
evolutivo (tabla 19; figura 72). 




Figura 72: Concentraciones séricas de creatinina (Creat; mg/dL) en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a 
las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. β p<0.05: 
valor ES respecto de PSO-6; ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-
9; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-9. 
 
  
Figura 73: Concentraciones séricas de urea (mg/dl) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF. 
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Tabla 20. Concentraciones séricas de factor de crecimiento β (TGF-β1; ng/ml)  en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
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Figura 74: Concentraciones séricas de factor de crecimiento β (TGF-β1; ng/ml)  en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). 
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Las concentraciones séricas de factor de crecimiento transformador beta-1 
(transforming growth factor-β1) no muestran cambios significativos entre las 
ratas pseudo-operadas y las colestásicas y la administración de ketotifén no 
las altera (tabla 20; figura 74). 
 
11. HISTOPATOLOGÍA HEPÁTICA 
 
11.A. Alteraciones histopatológicas hepáticas  
 En los animales con colestasis el estudio histológico  permite objetivar  una 
importante alteración de la arquitectura hepática. Se produce una intensa 
proliferación ductular biliar (5,71±1,92 vs 1,15±0,28; p=1,54x10-9), que 
substituye amplias zonas de parénquima hepatocitario como consecuencia de 
una necrosis submasiva de este último. Es característica la presencia de una 
fibrosis periductal muy marcada, hepatocitos apoptóticos y otros con 
anisonucleosis, asociado con una  mínima esteatosis microvesicular. No se 
observan colangitis ni signos de inflamación aguda. Todas estas alteraciones  
son más marcadas en las ratas colestásicas a las 8-9 semanas de evolución 
respecto de las ratas estudiadas en un período evolutivo previo (6 semanas). 
Así, a largo plazo se comprueba la existencia de un moderado componente 
inflamatorio peribiliar de tipo mixto que infiltra de forma difusa  todo el 
parénquima hepático y signos de regeneración hepática con hepatocitos en 
mitosis  (figura 75). 
 
 
Figura 75: Imágenes microscópicas hepáticas de una rata pseudo-operada (izda) y 
de una rata con colestasis microquirúrgica a las 8 semanas del p.o.(dcha) (Masson 
200X; Masson 20X) 
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11.B. Medición de la fibrosis hepática mediante tinción con rojo sirio 
 
  El grado de fibrosis hepática medido tras la tinción específica de las 
fibras de colágeno con  rojo sirio es mayor en las ratas con colestasis 
(p<0,001), tanto a las 6 como a las 8-9 semanas del p.o al compararlas con 
las pseudooperadas (tabla 21; figura 76), siendo mayor la fibrosis cuando se 
administra ketotifén (p<0,05)  (tabla 21, figura 76).  
 
Tabla 21. Grado de fibrosis tisular medido con rojo sirio en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 































































Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; 
● p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9. 







Figura 76:  Grado de fibrosis tisular medido con rojo sirio en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9) 
(imagen superior izquierda), y con colestasis microquirúrgica  (CMQ-9) (imagen 
superior derecha); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas 
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-
KTF). Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; 
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12. CONCENTRACIONES TISULARES DE MEDIADORES 
INFLAMATORIOS  
12. A. MEDIADORES DE OXIDACION  
12.A. 1. Niveles tisulares de catalasa  
 
 La concentración de catalasa en hígado y ganglios mesentéricos no 
demuestra diferencias significativas entre los distintos grupos. Si se aprecia 
una disminución de ella en el íleon de las ratas con colestasis al tratarlas con 
ketotifén (p<0,01) (tabla 22; figuras 77, 78 y 79). 
 
Tabla 22: Niveles tisulares de catalasa  en hígado, íleon y ganglios mesentéricos 
(µmol/mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas 
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-










































































Media ± desviación estándar. Ф p<0.05; ФФ p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; * 











Figura 77: Niveles tisulares de catalasa  en hígado (µmol/mg) en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas 





Figura 78: Niveles tisulares de catalasa  en  íleon (µmol/mg) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y 
con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ФФ 
p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de 
CMQ-KTF.  





Figura 79: Niveles tisulares de catalasa  en  ganglios mesentéricos (µmol/mg) en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 





12.A.2. Niveles tisulares de glutation transferasa  
 
La concentración de glutation transferasa se encuentra disminuida en el 
hígado de las ratas con colestasis (p<0,001) sin que se encuentren 
diferencias con el tratamiento con ketotifén. En íleon y ganglios mesentéricos 
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Tabla 23: Niveles tisulares de glutation transferasa  en hígado, íleon y ganglios 
mesentéricos (nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 















































































Media ± desviación estándar. ФФ p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; ● p<0.05; 
●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; *** p<0.001: valor ES 









Figura 80: Niveles tisulares de glutation transferasa  en hígado (nmol/min/ml) en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. ФФ p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; ●●● p<0.001: valor 
ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
Figura 81: Niveles tisulares de glutation transferasa en íleon (nmol/min/ml) en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. 





Figura 82: Niveles tisulares de glutation transferasa en ganglios mesentéricos 
(nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ФФ p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; 








12. A.3. Niveles tisulares de glutation peroxidasa 
 
En el hígado se aprecia un aumento (p<0,001) de las concentraciones de 
glutation peroxidasa en las ratas pseudooperadas sacrificadas a las 9 
semanas con respecto a las colestásicas y a las que son tratadas con 
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Tabla 24: Niveles tisulares de glutation peroxidasa  en hígado, íleon y ganglios 
mesentéricos (nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y 



















































































Media ± desviación estándar.  ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor 








Figura 83: Niveles tisulares de glutation peroxidasa  en hígado (nmol/min/ml) en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ●●● p<0.001: valor 
ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 
Figura 84: Niveles tisulares de glutation peroxidasa  en íleon  (nmol/min/ml) en la 
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar.  * p<0.05; ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.. 
 




Figura 85: Niveles tisulares de glutation peroxidasa en ganglios mesentéricos 
(nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) 
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica 





12.B.1. Niveles tisulares de proteína quimioatrayente de macrófagos  
 
 La administración de ketotifén supone una disminución en las 
concentraciones de proteína quimioatrayente de macrófagos 1 (MCP-1) 
(p<0,001) tanto en hígado como en íleon y en ganglios mesentéricos al 
comparar las ratas con colestasis. En los animales sacrificados a las 9 
semanas y con una colestasis microquirúrgica practicada, los niveles 
aumentan notablemente con respecto a los pseudooperados (p<0,001) (tabla 
25; figuras 86, 87 y 88). 






Tabla 25: Niveles tisulares de proteína quimioatrayente de macrófagos 1 (MCP-
1) en hígado, íleon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 































































































Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-6; ФФ p<0.01; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; Σ 
p<0.05; ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ 
p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ** p<0.01; *** p<0.001: 
valor ES respecto de CMQ-KTF.  




 Figura 86: Niveles tisulares de proteína quimioatrayente de macrófagos 1 
(MCP-1) en hígado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 
9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ФФФ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
  
Figura 87: Niveles tisulares de proteína quimioatrayente de macrófagos 1 (MCP-
1) en íleon (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ββ 
p<0.01; βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-9; ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; 
‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 





 Figura 88: Niveles tisulares de proteína quimioatrayente de macrófagos 1 
(MCP-1) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-
operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± 
desviación estándar. βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФ p<0.01: 
valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡‡ 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-KTF. 
 
 
12.C. CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS 
 
12.C.1. Niveles tisulares de interleuquina-1beta (IL-1)  
 
Los niveles de interleuquina 1 en hígado e íleon son mayores en las 
ratas pseudooperadas sacrificadas a las 9 semanas al compararlas con el 
resto de los grupos (p<0,001). Los niveles en los ganglios del mesenterio 
aumentan notablemente en las ratas con colestasis especialmente en el 
grupo mencionado previamente (p<0,001) (tabla 26; figuras 89, 90 y 
91). 
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Tabla 26: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1) en hígado, íleon y 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 
















































































































Media ± desviación estándar. β p<0.05; βββ p<0.001: valor ES respecto de 
PSO-6;Ф p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05; ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡‡ p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; ** 
p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




Figura 89: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1) en 
hígado(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en 
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ p<0.001: valor 
ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-6;  ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-KTF.  
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Figura 90: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1) en íleon (pg/100mg) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie 
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 
± desviación estándar. β p<0.05; βββ p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; 
ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto 
de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-KTF. 




Figura 91: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1) en ganglios del 
mesenterio (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ΣΣ p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; Ф p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; ‡ p<0.05; ‡‡‡ p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-6; * p<0.05; ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
 
12.C.2. Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa  
 
Los niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)  en 
hígado, íleon y ganglios mesentéricos disminuyen en las ratas a las que 
se les practica una colestasis microquirúrgica (p<0,001), pero la 
administración de ketotifén no modifica las diferencias significativamente 












Tabla 27: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)  en 
hígado, íleon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas 
sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-6), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-
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Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05; ΣΣ 
p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡ p<0.01; 
‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




Figura 92: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)  en 
hígado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas 
de evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o: 
pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar.  ββ p<0.01; βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; ‡‡ p<0.01; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor 
ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF.  
 




Figura 93: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)  en íleon 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-
9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o: 
pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01: 
valor ES respecto de PSO-6; Σ p<0.05; ΣΣ p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; ‡ p<0.05: valor ES respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




 Figura 94: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) en 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-
9; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡‡‡ p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-6; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9.  
 
 
12.C.3. Niveles tisulares de interleuquina 13 (IL-13) 
 
La concentración de interleuquina 13 encontrada en el hígado de las 
ratas pseudooperadas es mayor que en las colestásicas (p<0,001) (tabla 













Tabla 28: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en hígado, íleon y 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 



















































































Media ± desviación estándar. Σ p<0.05; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de 
PSO-KTF; ● p<0.05; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: 








 Figura 95: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en hígado (pg/100mg) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ΣΣΣ p<0.001: valor 
ES respecto de PSO-KTF; ● p<0.05; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; 
*** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
  
Figura 96: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en íleon (pg/100mg) en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Σ p<0.05; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF. 






 Figura 97: Niveles tisulares de Interleuquina 13 (IL-13) ganglios mesentéricos 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 








12.C.4. Niveles tisulares de inteleuquina 17A (IL-17A) 
 
 En la determinación de interleuquina 17A se encuentra una 
disminución de sus niveles en hígado en los animales pseudooperados 
comparados con los que tienen realizada una colestasis microquirúrgica 





   
 








Tabla 29: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en hígado, íleon y 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 






















































































Media ± desviación estándar. Σ p<0.05; ΣΣ p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; ●● p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor 
ES respecto de CMQ-KTF. 
 




Figura 98: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en hígado (pg/100mg) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ΣΣ p<0.01: valor ES 
respecto de PSO-KTF; ●● p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 
  
Figura 99: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en íleon  (pg/100mg) en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la 
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Σ p<0.05; ΣΣ p<0.01: 
valor ES respecto de PSO-KTF. 




 Figura 100: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en  ganglios 
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 







12.D. CITOQUINAS ANTI-INFLAMATORIAS 
 
12.D.1. Niveles tisulares de interleuquina-4 
 
 Los niveles de interleuquina 4 en hígado y en íleon son mayores en los 
animales pseudooperados apreciándose un descenso con la 
administración de ketotifén (p<0,01). En hígado no se aprecia este 
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Tabla 30: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en hígado, íleon y ganglios 
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 

















































































































Media ± desviación estándar. β p<0.05: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05; 
ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;  ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ● 
p<0.05; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; ** 
p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 




 Figura 101: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en hígado (pg/100mg) 
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie 
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 
± desviación estándar. ФФФ p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ΣΣΣ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡‡ p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-6; ● p<0.05; ●● p<0.01; ●●● p<0.001: valor ES respecto de 
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
  




Figura 102: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en íleon (pg/100mg) en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie 
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o: pseudo-operadas 
(PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 
± desviación estándar. β p<0.05: valor ES respecto de PSO-6; Ф p<0.05: valor 
ES respecto de PSO-9;  ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 
 




Figura 103: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en ganglios mesentéricos 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en 
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. β p<0.05: valor ES 





12.D.2. Niveles tisulares de Interleuquina 10 (IL-10) 
 
Los animales a los que se realizó colestasis microquirúrgica (CMQ) 
tienen una concentración de interleuquina 10 menor en el hígado,  y 
mayor en el  íleon respecto de las ratas del grupo pseudo-operado (PSO) 






  Resultados 
_____________________________________________________________ 
 171 
Tabla 31: Niveles tisulares de interleuquina 10 (IL-10) en hígado, íleon y 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas 
de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 





































































































Media ± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-6; Ф p<0.05; valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05: valor ES 
respecto de PSO-KTF; ‡ p<0.05; ‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ● 
p<0.05; ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-KTF.  
 




 Figura 104: Niveles tisulares de interleuquina 10 (IL-10) en hígado 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución 
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en 
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. 
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ββ p<0.01; βββ 
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; 
‡‡‡ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ● p<0.05; ●●● p<0.001: valor ES 
respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF. 




Figura 105: Niveles tisulares de inteleuquina 10 (IL-10) en íleon (pg/100mg) en 
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: 
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9); en la Serie 
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-6), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 
± desviación estándar. β p<0.05; ββ p<0.01; βββ p<0.001: valor ES respecto 




13. CONCENTRACIONES TISULARES DE FACTORES 
      DE CRECIMIENTO 
 
13.A. Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio 
vascular (VEGF) 
 
 Los niveles en hígado, íleon y ganglios del mesenterio de factor de 
crecimiento de endotelio vascular se encuentran disminuidos en las ratas 
con colestasis. Estas diferencias se acentúan con la administración de 
ketotifén, haciendo incluso que lleguen a ser indetectables en los ganglios 
(p<0,001)  (tabla 32; figuras 106, 107 y 108). 
 
 





Tabla 32: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular 
(VEGF) en hígado, íleon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de 
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas 
(PSO-9), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas 
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: 
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media 





















































































Media ± desviación estándar. Σ p<0.05; ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES 
respecto de PSO-KTF;  ●●● p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; ** 
p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 
 




Figura 106: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular 
(VEGF) en hígado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Σ 
p<0.05; ΣΣ p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;  ●●● 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: 










Figura 107: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular 
(VEGF) en  íleon  (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 
y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ΣΣ 
p<0.01; ΣΣΣ p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ** p<0.01; *** 
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.  
 
  
Figura 108: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular 
(VEGF) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas 
entre las 8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre 
las 8 y 9 semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas 
(PSO-KTF), y con colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación 
estándar. Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; * p<0.05: valor ES respecto 
de CMQ-KTF.  
 




13.B. Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador 
beta 1 (TGFβ-1) 
 
El factor de crecimiento transformador beta-1 se encuentra disminuido en 
el hígado y en el íleon de las ratas con colestasis a las que se les ha 
administrado ketotifén (p<0,05), pero no se aprecian diferencias 
significativas en los ganglios del mesenterio  (tabal 33; Figuras 109, 110 
y 111). 
  
Tabla 33: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1 
(TGFβ) en hígado, íleon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en hígado, íleon y 
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 
8 y 9 semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 















































































Media ± desviación estándar. Ф p<0.05; ФФ p<0.01: valor ES respecto de PSO-
9; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ● p<0.05: valor ES respecto de 
CMQ-9.  
 




 Figura 109: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1 
(TGFβ) en hígado (pg/100mg) en hígado, íleon y ganglios mesentéricos 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. Ф p<0.05: 
valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ● 
p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9.   
 
  
Figura 110: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1 
(TGFβ) en íleon  (pg/100mg) en hígado, íleon y ganglios mesentéricos 
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirúrgica 
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de 
evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con 
colestasis microquirúrgica (CMQ-KTF). Media ± desviación estándar. ФФ p<0.01: 
valor ES respecto de PSO-9; Σ p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF. 




Figura 111: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1 
(TGFβ) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en hígado, íleon y ganglios 
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis 
microquirúrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 
semanas de evolución p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), 







































 En este trabajo se ha utilizado un modelo experimental de colestasis  
que se fundamenta en la resección con técnica microquirúrgica de la vía 
biliar extrahepática de la rata (Aller y cols., 1993b). Esta técnica 
microquirúrgica se consideró de elección para el estudio de la colestasis 
extrahepática, ya que a diferencia de las técnicas macroquirúrgicas, 
consistentes en la ligadura y sección del colédoco, evita la producción de un 
pseudoquiste biliar con las subsiguientes complicaciones infecciosas locales 
(colangitis), regionales (abscesos hepáticos y peritonitis) y sistémicas 
(abscesos pulmonares, sepsis, shock séptico y muerte) (Aller y cols., 
2004a; Aller y cols., 2009a). 
 La colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata se realiza 
disecando en continuidad el colédoco con los correspondientes conductos 
biliares que drenan los lóbulos caudado, lateral derecho, medio y lateral 
izquierdo del hígado. Durante la microdisección se debe evitar la lesión de la 
arteria hepática propia, así como de sus ramas lobulares y la disección debe 
ser particularmente cuidadosa cuando se alcanza el extremo craneal de la 
vía biliar extrahepática. Por último, los conductos lobulares biliares se ligan 
a ras del parénquima hepático para evitar la persistencia de vía biliar 
extrahepática residual ya que son el origen de pseudoquistes infectados por 
gérmenes gram negativos de origen intestinal (Aller y cols., 1993; Aller y 
cols., 2009a). 
 El modelo resultante tras la resección microquirúrgica de la vía biliar 
extrahepática en la rata es de insuficiencia hepática progresiva lo que obliga 
a la administración de vitamina K para evitar la muerte de los animales por 
hemorragia durante las primeras semanas del post-operatorio (Aller y cols., 
2008a; Aller y cols., 2009b;  Aller y cols., 2010a; Aller y cols., 2010b). Se 
consigue así que los animales desarrollen hepatomegalia, asociada a una 
intensa respuesta proliferativa ductular biliar con apoptosis de hepatocitos y 
colangiocitos y fibrosis (Sánchez-Patán y cols., 2008; Aller y cols., 2008b). 
 La respuesta inflamatoria hepática secundaria a la colestasis 
extrahepática se ha sugerido que posee similitud con la correspondiente a 
las lesiones traumáticas y en especial a las heridas, ya que cursa con 






isquemia, estrés oxidativo y nitrosativo, infiltración leucocitaria, estrés 
enzimático, angiogénesis y fibrogénesis (Aller y cols., 2008a; Aller y cols., 
2010c). Entre los factores etiopatogénicos, destacan la hipertensión 
intraductular y la estasis de sales biliares. En particular, las sales biliares 
son potencialmente tóxicas para las células hepáticas y, a elevadas 
concentraciones, dañan la integridad mitocondrial, produciendo liberación 
de citocromo C y activación de la apoptosis. Sin embargo, la apoptosis 
también puede ser iniciada en el retículo endoplásmico. El acumulo de sales 
biliares podría causar estrés del retículo endoplásmico con liberación de 
calcio iónico y la subsiguiente activación de las cascadas apoptóticas, tanto 
en hepatocitos como en colangiocitos (De Buy Wenninger y Beuers, 2010; 
Aller y cols., 2010c). 
 En los hígados colestásicos de la rata la proliferación ductular biliar se 
considera que es un proceso dinámico caracterizado por una continua 
formación y destrucción de colangiocitos por apoptosis (Glaser y cols., 
2010). Ya que los colangiocitos tienen la capacidad de inducir fibrogénesis, 
se ha sugerido que la fibrosis biliar se podría revertir favoreciendo la 
fagocitosis de los colangiocitos apoptóticos, por fagocitos profesionales 
como son los macrófagos (Popov y cols.,  2010). Sin embargo, es posible 
que el proceso de polarización de los macrófagos durante la colestasis 
implique diversas subpoblaciones. Así en respuesta a TNF- e interferón- 
(IFN-) los macrófagos se pueden polarizar hacia el clásico fenotipo M1 que 
se caracteriza por la elevada expresión de IL-1, TNF-, IL-6, IL-12 e IL-23 
(Wynn, 2011). Sin embargo, los macrófagos también pueden polarizarse 
hacia el fenotipo alternativo M2a cuando sufren la influencia de IL-4 y IL-
13, consideradas citoquinas relacionadas con células Th2. Asimismo, 
fenotipo M2b puede ser inducido por IL-1, en tanto que el fenotipo 
macrofágico M2c puede derivar del estímulo por IL-10, TGF- o por 
glucocorticoides (Butcher y Galkina, 2012). En particular en el hígado 
colestásico, las células cebadas también podrían ser una fuente potencial de 
IL-1, IL-4, IL-13 e IL-10, las cuales podrían polarizar a los macrófagos 
según un fenotipo M2 que, a su vez, causaría entre otras alteraciones, 
fibrosis. Al contrario que los macrófagos con fenotipo M1, los macrófagos 






M2 están implicados en los proceso cicatriciales ya que causan remodelación 
de la matriz extracelular, esferocitosis y reclutamiento de fibroblastos 
(Wynn, 2012). En este supuesto el incremento de células esplácnicas en las 
ratas con hipertensión portal secundaria a colestasis extrahepática 
microquirúrgica podría ser uno de los factores causantes de fibrosis hepática 
(Aller  y cols. ,2010d). 
 La colestasis extrahepática en la rata podría ser considerada un 
modelo experimental de fibrosis hepática (Hayashi  y Sakai, 2011). Entre 
los factores que podría favorecer la fibrogénesis en este modelo 
experimental destacan los opioides endógenos, en particular producidos por 
los colangiocitos (Glaser y cols., 2010). Entre las funciones que caracterizan 
el epitelio biliar proliferante en la colestasis extrahepática experimental, 
destacan las relaciones con la producción de mediadores neuroendocrinos 
en particular los opioides (Alpini y cols., 1988; Glaser y cols., 2010). La 
activación de los receptores opioides a su vez produce un incremento de la 
proliferación de células estrelladas hepáticas con incremento de la 
producción de colágeno (De Minicis y cols., 2008). 
 Las reacciones ductulares son aceptadas como el paradigma de la 
respuesta de diferenciación hepática cuando el hígado sufre patología, en 
particular colestasis, enfermedades inflamatorias y tumores benignos y 
malignos. Y es que, la patología inflamatoria hepática induciría un proceso 
de desdiferenciación mediante el cual se crean estructuras embrionarias 
(Desmet, 2011). Hans Popper  (Popper, 1957) ya  estableció cuatro tipos de 
reacciones ductulares: el Tipo 1 predomina en la obstrucción completa de la 
vía biliar  y representa una de las innumerables interacciones entre células 
epiteliales biliares, estromales e inflamatorias. Este tipo de reacción 
ductular resulta de la proliferación de colangiocitos pre-existentes, lo cual 
produce elongación, ramificación y dilatación de los conductillos biliares 
(Desmet, 2011). El Tipo 2 se divide en dos subtipos: el Tipo 2A, 
predominantemente periportal, se ha interpretado como una “metaplasia 
ductular de hepatocitos” y es más frecuente, aunque no exclusiva de las 
patologías colestásicas crónicas. Además, los hepatocitos colestásicos 
activan a las células estrelladas hepáticas, que adoptan un fenotipo 






miofibroblástico, responsable del aumento de la síntesis de tejido conectivo 
(Desmet, 2011) 
La reacción ductular precoz (6 a 12h) después de la obstrucción biliar se 
caracteriza por la dilatación de los conductillos biliares distales, los de más 
estrecho calibre, dúctulos biliares y el plexo biliar periportal, y esto se 
asocia al inicio de la transformación de los hepatocitos hacia células de tipo 
biliar (Azmaiparashvilli y cols, 2012). Así, por transdiferenciación de los 
hepatocitos maduros en células ductulares biliares se forman nuevos 
conductillos biliares desde el segundo o tercer día, si bien éste fenómeno 
está completamente establecido a los siete días de la obstrucción (Georgiev 
y cols., 2008). 
Así, a corto plazo (7 días) el modelo de colestasis microquirúrgica 
experimental desarrolla hepatomegalia con proliferación ductular (reacción 
ductular Tipo 1) (Desmet, 2011; Aller y cols; 2004a). Sin embargo, a largo 
plazo (6 a 8 semanas), éste modelo microquirúrgico de colestasis 
obstructiva desarrolla  una intensa proliferación biliar con fibrosis (reacción 
ductular Tipo 2A),  aunque la pérdida de la arquitectura normal hepática 
típica de la cirrosis raras veces es encontrada (Sánchez-Patán y cols., 2008; 
Aller y cols., 2008a; Aller y cols., 2010c)  
 
 Las células cebadas residen habitualmente, aunque en escaso 
número, en los tractos portales hepáticos, sin embargo en las patologías 
hepáticas crónicas como son la cirrosis biliar primaria y la cirrosis alcohólica, 
su número aumenta invadiendo no solo los espacios portales, sino también 
los sinusoides (Farrel y cols., 1995). Incluso en estas enfermedades 
hepáticas progresivas, el incremento del número de células cebadas se 
correlaciona con el grado de fibrosis hepática. Por lo tanto, se ha sugerido 
que las células cebadas y sus mediadores pueden estar implicadas en la 
fibrogénesis hepática (Farrell y cols., 1995; Francis  y Meininger, 2010). 
Experimentalmente, en un modelo de colestasis extrahepática 
microquirúrgica en la rata también se ha demostrado que las células 






cebadas se acumulan en los espacios portales y alrededor de los conductos 
biliares proliferantes (Takeshita y Shibayama, 2005).  
 Histamina es un mediador almacenado en las células cebadas 
residentes en los tejidos y desempeña importantes funciones en las 
distintas fases de la respuesta inflamatoria asociadas al proceso de curación 
de las heridas y, por tanto, a la fibrosis (Kupietzky y  Levi-Schaffer, 1996). 
Histamina es un estimulante de la migración de fibroblastos y, por lo tanto, 
puede contribuir a la producción de fibrosis (Kohyama  y cols, 2009). A su 
vez, la inhibición de las células cebadas por ketotifén, al reducir la 
concentración de histamina tisular podría inhibir la migración hepática de 
fibroblastos, así como su estimulación para la producción de colágeno, por 
lo que sería un mecanismo eficaz para revertir la fibrosis hepática 
(Garbuzenko y cols., 2002).  
 Asimismo, las lesiones hepáticas son un factor fundamental en la 
inducción de transición epitelio-mesenquimal (Choi  y Diehl, 2009). Tres 
tipos de células hepáticas se ha demostrado que pueden experimentar dicha 
transición, como son los hepatocitos, los colangiocitos y las células 
estrelladas hepáticas. En particular los colangiocitos pueden sufrir una 
completa transición epitelio-mesenquimal induciendo la expresión de genes 
mesenquimales y adquiriendo un fenotipo migratorio (Deng Y-H y cols., 
2011). Asimismo, colangiocitos de ratas con fibrosis biliar co-expresan 
marcadores epiteliales y mesenquimales, una característica propia de la 
transición epitelio-mesenquimal (Omenetti  y cols, 2008; Choi  y Diehl, 
2009). Por lo tanto, se ha concluido que la atresia biliar y en general las 
hepatopatias asociadas a proliferación ductular, cursan con transición 
epitelio-mesenquimal, no solo producida por hepatocitos, sino también por 
colangiocitos (Díaz y cols., 2008; Choi y Diehl, 2009). 
 En la actualidad, uno de los objetivos fundamentales en investigación 
hepática es la reversibilidad de la fibrosis causante de hipertensión portal. 
Hasta fechas recientes se considera que la fibrosis del hígado era 
irreversible y la única posibilidad terapéutica consistía en el control de los 
factores exógenos y endógenos (Ismail y Pinzani, 2011). Sin embargo, el 






descubrimiento de la actividad de los distintos subtipos de macrófagos en la 
producción y resolución de la fibrosis ha modificado las expectativas 
terapéuticas respecto de esta patología. Así, la interacción entre el sistema 
de quimioquinas y los macrófagos en procesos que causan la resolución de 
la fibrosis es objeto de investigación con el objeto de obtener terapias 
eficaces (Desmet y Roskams, 2004; Mitchell  y cols., 2009). 
 Los modelos animales han sido muy útiles en el estudio de la 
fisiopatología de la fibrosis y cirrosis hepáticas (Tsukamoto y cols., 1990; 
Iredale, 2007). Aunque en la actualidad no existe un modelo experimental 
que reproduzca exactamente el proceso de fibrosis hepática en el ser 
humano (Iredale, 2007), el estudio de modelos de fibrosis hepática en 
animales y en particular en la rata, son fundamentales para el ensayo de 
nuevas terapias antifibrogénicas (Hoefs y cols., 2011). Por esta razón, el 
modelo de fibrosis por colestasis extrahepática microquirúrgica se ha 
utilizado en el presente trabajo. Este modelo experimental ha permitido 
demostrar el efecto beneficioso de ketotifén en el tratamiento de la fibrosis 
hepática y, por lo tanto, la implicación en su producción de las células 
cebadas esplácnicas. 
 Ketotifén (4-(1-metil-4-piperidiliden) 4H-benzo [4,5] ciclohepta [1,2-
b] tiofen-10 (9H)-hidrogeno fumarato), es un antagonista de receptor H1 de 
histamina con propiedades estabilizadoras de células cebadas (Sakamoto y 
cols., 2012). Aunque los mecanismos íntimos de la estabilización de células 
cebadas por ketotifén se desconocen, se ha demostrado que el bloqueo que 
produce de los canales de calcio es esencial para evitar la degranulación de 
las células cebadas. Sin calcio intracelular las vesículas secretoras no 
pueden fusionarse con la membrana celular y, por lo tanto, las células 
cebadas no pueden degranular sus factores proinflamatorios (Spataro y 
Bossman, 1976; White y cols., 1984). A su vez, en el hígado colestásico 
ketotifén, además de reducir la liberación de mediadores inflamatorios 
podría también inhibir la liberación extracelular de HMGB1 (High mobility 
group box 1) por células apoptóticas (Ramos y cols., 2010). La colestasis 
extrahepática microquirúrgica es causante de apoptosis hepatocitaria, 
asociada a la proliferación ductular biliar y al acúmulo de células cebadas 






alrededor de los conductos biliares proliferantes (Aller y cols., 2008b). A su 
vez, se ha descrito que en las reacciones ductulares biliares a la agresión, 
macrófagos derivados de la medula ósea son capaces de fagocitar los 
hepatocitos tanto apoptóticos como necrosados, estimulando el excesivo 
acúmulo de miofibroblastos con progresiva producción de matriz 
extracelular, disregulación de las células endoteliales hepáticas con 
remodelación vascular que causa fibrosis, hipertensión venosa portal y 
ascitis (Boulter y cols., 2012; Diehl, 2012). Por esta razón, la disminución 
de la fibrosis hepática en las ratas colestásicas tratadas con ketotifén podría 
ser atribuida tanto a la acción estabilizadora de células cebadas (Sakamoto 
y cols., 2012) como a su acción inhibidora de la liberación de HMGB1 por 
células apoptóticas. En este sentido, mediadores nucleares, incluyendo DNA 
se consideran altamente proinflamatorios y su liberación extracelular 
durante la apoptosis puede ser causante de inflamación hepática 
(Konstantinidis y Kitsis, 2012). Sin embargo, es de particular interés 
respecto de los resultados del presente trabajo experimental el efecto 
beneficioso de ketotifén a pesar de ser administrado durante un estadio 
evolutivo tardío de la colestasis extrahepática experimental. Esta acción de 
ketotifén implica la posibilidad de lograr la reversibilidad de la fibrosis 
hepática mediante la inhibición de la actividad de las células cebadas. 
 Otro importante mecanismo antiinflamatorio de ketotifén se 
fundamenta en su capacidad para regular la actividad metabólica de los 
fagocitos. Así, como la mayoría de los antihistamínicos-H1, ketotifén inhibe 
el metabolismo de los macrófagos durante la respuesta inflamatoria, que se 
considera dependiente de mieloperoxidasa. El resultado es la modulación en 
la liberación de mediadores inflamatorios como óxido nítrico (NO) y 
radicales libres de oxígeno (Lojek y cols., 2011). En otros procesos 
inflamatorios crónicos la estabilización de células cebadas también ha 
demostrado que influye tanto en el gasto energético como en la apoptosis y 
en la angiogénesis. Esta polifacética actividad de ketotifén, ha permitido su 
utilización con éxito en el tratamiento de alteraciones metabólicas crónicas 
como por ejemplo la obesidad y la diabetes (Wang y Shi, 2011). 






 La inhibición del funcionalismo fagocitario por ketotifén, sugiere que 
en los animales colestásicos tratados con este fármaco se reduciría el efecto 
estimulante de los miofibroblastos por macrófagos, con disminución de la 
producción de IL-6 y de colágeno, disminución de la transdiferenciación de 
fibroblastos en miofibroblastos y, por último, reducción de la fibrogénesis 
hepática, disminución de la resistencia al flujo portal y menor intensidad de 
hipertensión en el territorio esplácnico (Ma y cols., 2012). Entre los 
mediadores de células cebadas y macrófagos implicados en la estimulación 
de los fibroblastos destaca TGF- (Monument y cols, 2012). Ya que TGF- 
aumenta en los hígados colestásicos, alcanzando significativas 
concentraciones, su disminución causada por el tratamiento con ketotifén 
constituiría uno de los mecanismos antifibrogénicos de este fármaco 
(Monument y cols., 2010).  
 En estudios previos hemos comprobado que la acción de ketotifén 
sobre la actividad fibrogénica hepática es dosis-dependiente. Por esta 
razón, los animales con menor ingesta del fármaco no presentaban 
disminución de la fibrosis hepática. Sin embargo, la disminución de la 
presión portal tras la administración tan solo temporal de ketotifén sugiere 
que al disminuir la resistencia hepática al flujo portal, bien por disminución 
de la intensidad de la respuesta inflamatoria y, por tanto de los mecanismos 
implicados en la fibrogénesis, o por reducción de la actividad proliferativa 
biliar y angiogénica se favorecería no solo la circulación esplácnica sino 
también la función hepática. En este supuesto, ketotifén actuaría por un 
doble mecanismo de acción para disminuir las complicaciones propias de la 
colestasis extrahepatica, esto es disminuyendo el grado de insuficiencia 
hepática  e inhibiendo la respuesta inflamatoria esplácnica, En esencia, la 
acción terapéutica de ketotifén, exige una adecuada estabilización de la 
membrana celular de las células cebadas, evitando tanto la degranulación 
vesicular como la intercomunicación con células vecinas, como son  
fibroblastos, células dendríticas y linfocitos T, que en su conjunto participan 
en la patogenia de la fibrosis hepática (Ambrust y cols, 1997; Foley y cols., 
2011; Carroll-Portillo y cols., 2012). 






 Otras consecuencias patológicas de la colestasis extrahepática 
microquirúrgica en la rata son la producción de circulación colateral porto-
sistémica secundaria a la hipertensión portal, así como la ascitis (Aller y 
cols., 2004b). Se ha propuesto que la hipertensión portal induce una 
respuesta inflamatoria de origen esplácnico y con repercusión sistémica que 
sería de interés caracterizar, principalmente por sus implicaciones 
terapéuticas (Aller y cols., 2007). En la rata, se podría considerar que 
durante la evolución de la hipertensión portal cambian los mecanismos que 
la producen. Así, en fases precoces la hipertensión portal se atribuye el 
aumento de la resistencia al flujo sanguíneo portal, pero cuando se 
desarrolla la circulación colateral porto-sistémica, el mantenimiento de la 
hipertensión portal se atribuye al incremento del flujo sanguíneo arterial 
mesentérico (Vorobioff y cols., 1983; Vorobioff y cols., 1984; Sikuler y 
cols., 1985; Sikuler y Groszmann, 1986). 
 En esencia, la hipertensión portal cursa con circulación hiperdinámica 
esplácnica y sistémica de naturaleza multifactorial (Kroeger y Goszmann, 
1985a; Bosch y cols., 1992; Iwakiri  y Groszmann, 2006). En las ratas, con 
hipertensión portal prehepática la circulación hiperdinámica se atribuye a 
dos mecanismos: 1) El incremento de mediadores vasodilatadores, como 
son óxido nítrico (NO), monóxido de carbono (CO), TNF-, glucagón, 
prostaciclina (PGI2), endocanabinoides, adrenomedulina y sulfuro de 
hidrógeno (H2S) (Iwakiri y Groszmann, 2006). 2) La anómala respuesta a 
mediadores vasoconstrictores ya endógenos como noradrenalina, endotelina 
y vasopresina, o bien exógenos como fármacos alfa-agonistas (Bomzon y 
Blendis, 1987; Blanco-Rivero y cols., 2009; Sastre y cols., 2012). 
 En el modelo microquirúrgico de colestasis extrahepática en la rata la 
hipertensión portal se asocia también con gran desarrollo de la circulación 
colateral porto-sistémica, principalmente de tipo esplenorenal, así como 
ascitis a corto plazo. Aunque se ha sugerido que el desarrollo de circulación 
colateral porto-sistémica se debe a la apertura de vasos preexistentes, en la 
actualidad se considera que es un proceso de neoangiogénesis mediado 
principalmente por el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) 
(Fernández y cols., 2005). En este sentido, la disminución esplácnica de 






VEGF por ketotifén en las ratas colestásicas implicaría que este fármaco 
actuaría como inhibidor de la respuesta tisular a la hipoxia. En la actualidad, 
se considera que la respuesta inicial a la hipoxia implica la estabilización del 
factor de transcripción inducido por hipoxia (HIF) 1-alfa, cuyas acciones son 
las de favorecer la instauración de un metabolismo anaerobio, con glucolisis 
anaerobia, hipometabolismo y angiogénesis (Wong y cols., 2012). Por lo 
tanto, al disminuir la concentración esplácnica de VEGF ketotifén podría 
reducir el grado de hipoxia tisular en la hipertensión portal colestásica y en 
consecuencia inhibir uno de los más importantes factores productores de 
inflamación. 
 En la hipertensión portal el flujo linfático esplácnico también podría 
influenciar su evolución. En particular, el tracto gastrointestinal sufre edema 
en la hipertensión portal, favoreciendo así el incremento del flujo linfático e, 
incluso causando dilatación de los vasos linfáticos (Ikeda y cols., 2001). Es 
posible que esta dilatación vascular linfática se produzca tanto por el 
excesivo drenaje de líquido intersticial, como por la estasis linfática inducida 
por la acción de mediadores inflamatorios liberados por las células cebadas 
sobre el endotelio linfático. Asimismo, estos mediadores podrían inhibir la 
actividad contráctil propulsora de la linfa. En este supuesto, tanto el edema 
intersticial como la dilatación vascular linfática podrían influenciar la 
evolución de la hipertensión portal, tanto en el ámbito esplácnico como 
sistémico (Aller y cols., 2007a; Aller  y cols., 2010e). 
 También las células cebadas han sido implicadas en la producción de 
traslocación bacteriana intestinal en las ratas con hipertensión portal 
(Llamas  y cols., 2009). Se ha demostrado que a los 30 días de evolución, 
la hipertensión portal prehepática causa traslocación bacteriana a los 
ganglios linfáticos mesentéricos (Llamas y cols., 2010). Entre los factores 
intestinales que podrían estar implicados en la producción de traslocación 
bacteriana destacan la disbacteriosis y el aumento de permeabilidad 
intestinal (Wiest y Rath, 2003; García-Tsao y cols., 1993). Se ha sugerido 
que en la hipertensión portal experimental podría existir un eje inflamatorio 
hepato-intestinal, con producción hepática de mediadores pro-inflamatorios, 
como son TNF-, IL-1 y NO, en tanto que en el tracto gastrointestinal se 






produce un incremento de IL-10, una citoquina con poderosa acción 
antiinflamatoria, y también mediadora de la respuesta por células Th2 (Aller 
y cols., 2005; Palma y cols., 2005). Por esta razón, se ha sugerido que la 
respuesta inflamatoria esplácnica asociada a la hipertensión portal podría 
estar implicada en la producción de traslocación bacteriana intestinal a los 
ganglios linfáticos mesentéricos (Llamas y cols., 2010). Sin embargo, en la 
actualidad la respuesta inflamatoria mediada por  linfocitos Th2 se 
considera que es heterogénea, esto es dependiendo de la combinación de 
los mediadores liberados puede ser pro-inflamatoria, proliferativa o bien 
anti-inflamatoria. Por esta razón, los citados resultados deberían ser 
reevaluados a la luz de nuevas investigaciones en las que se  determine un 
mayor número de los mediadores sintetizados y liberados por las células 
cebadas para así evaluar con precisión las características específicas de este 
tipo de respuesta inflamatoria secundaria a hipertensión portal colestásica. 
 La hipertensión portal causa una respuesta inflamatoria tanto 
esplácnica como sistémica, con implicación de las células cebadas en su 
etiopatogenia (Aller y cols., 2007a; Aller y cols., 2007b). Entre los procesos 
inflamatorios en los que se ha demostrado la participación de las células 
cebadas, destacan las enfermedades autoinmunes, como son la esclerosis 
múltiple, la dermatitis atópica, la psoriasis y la artritis reumatoide 
(Theoharides y cols, 2012). Sin embargo, otros procesos inflamatorios como 
son los post-traumáticos e infecciosos también se desarrollan con 
participación de las células cebadas (Galli y Tsai, 2008; Moon y cols, 2010; 
Galli y cols., 2011). En la hipertensión portal las células cebadas, por su 
interacción bidireccional con las neuronas en el tracto gastrointestinal (Van 
Nassauw y cols., 2007), pueden ser activadas por múltiples factores 
neuronales, entre los que se incluyen los neurotransmisores (Bischoff, 
2009; Moon y cols., 2010; de Jonge, 2011; Van Diest y cols., 2012; De 
Winter y cols., 2012). Sin embargo, se debe considerar también que estas 
células, aunque inflamatorias en determinadas circunstancias, también 
poseen acción antiinflamatoria, favorecen la tolerancia, inducen la 
resolución de la inflamación y participan en el mantenimiento de la 
homeostasis tisular y orgánica (Lu y cols., 2006; Galli y Tsai, 2008; de Vries 






y Noelle, 2010). Por lo tanto, en el intestino aunque poseen actividad 
inflamatoria, debido a su heterogeneidad funcional, también constituyen 
una defensa antimicrobiana, y están implicadas en el control de la función 
de la barrera intestinal (Bischoff, 2009). 
 En respuesta a la hipertensión portal las células cebadas intestinales 
podrían producir disfunción de la barrera epitelial, con traslocación 
bacteriana y alteración de la motilidad intestinal que favorece la 
disbacteriosis (Snoek y cols., 2012). Con independencia de la estimulación 
neural de las células cebadas en la hipertensión portal, secundaria a la 
hiperactividad sistémica simpática (Aller y cols., 2007b), también se ha 
implicado en la activación de su fenotipo proinflamatorio el estímulo que 
ejercería la hiperactividad del eje renina-angiotensina-aldosterona (Paizis y 
cols., 2002). En este sentido, la degranulación de las células cebadas con 
liberación de proteasas (Caughey, 2011), activaría los receptores de 
proteasas localizados en las células epiteliales intestinales, e incrementaría 
la permeabilidad de la barrera intestinal (Moriez y cols., 2007). Por lo tanto, 
ketotifén, al estabilizar las células cebadas intestinales, reduciría la 
permeabilidad epitelial y la traslocación bacteriana intestinal y, en 
consecuencia, inhibiría la respuesta inflamatoria intestinal (Moriez, 2007). 
Asimismo, se ha descrito que la liberación de histamina y triptasa por las 
células cebadas intestinales se asocia al correspondiente incremento de 
estos mediadores inflamatorios en el parénquima pulmonar, lo que sugiere 
que la activación de las células cebadas intestinales podría estimular 
migración de células cebadas a los pulmones, así como su posterior 
estimulación. A su vez, la administración de ketotifén, inhibe la respuesta 
inflamatoria pulmonar secundaria a la activación de células cebadas 
intestinales (Huang y cols., 2012). Ketotifén también ha demostrado su 
eficacia en otros procesos inflamatorios intestinales, como son el síndrome 
de intestino irritable (Klooker y cols., 2010) y el íleo postoperatorio (The  y 
cols., 2009). En esencia, ketotifén ejercería un efecto indirecto sobre el 
microbioma intestinal, con la consecuente repercusión metabólica no solo 
en el tracto gastrointestinal, y por extensión en el parénquima hepático, 
sino también en el resto del organismo, ya que los productos derivados del 






metabolismo bacteriano intestinal en la insuficiencia hepática fibrótica 
alcanzan por vía linfática la circulación sistémica (Sekirov y cols.,  2010; 
Hakansso and Molin, 2011) 
 Ya que la respuesta inflamatoria que induce la hipertensión portal en 
el territorio esplácnico podría estar mediada por células cebadas, el 
tratamiento con ketotifén reduciría o inhibiría dicha complicación. Este 
hipotético planteamiento patogénico de la hipertensión portal lo sugiere la 
experimentación previa utilizando ratas con ligadura parcial de la vena porta 
o bien ratas con colestasis extrahepática microquirúrgica (Aller y cols., 
2007a; Aller y cols., 2008a). En las ratas con hipertensión portal 
prehepática, se produce un significativo incremento de células cebadas 
tanto en el tracto intestinal como en los ganglios linfáticos mesentéricos 
(Diez-Arias y cols., 2001; Prieto y cols., 2005; Aller  y cols., 2007b). En las 
ratas con hipertensión portal prehepática las células cebadas aumentan en 
la submucosa del tracto intestinal (Díaz-Arias y cols., 2001; Prieto y cols., 
2005). Sin embargo, en la rata existen dos subtipos de células cebadas, las 
denominadas mucosas (MMCs) y las conectivas (CTMCs), así denominadas 
por su preferente localización en contacto con mucosas o con el tejido 
conectivo, esto es, submucosa y peritoneo, respectivamente (Kinet, 2007; 
Hallgren y Gurish, 2007). Ambos subtipos poseen distintas características 
funcionales y éstas, a su vez, pueden ser condicionadas por el medio 
ambiente (Hallgrend y Gurish, 2007). 
 En las ratas con hipertensión portal prehepática el incremento de 
células cebadas en la submucosa quizá pertenezca al subtipo conectivo 
(CTMCs) y sus mediadores se ha propuesto que podrían estar implicados en 
la producción de las alteraciones inflamatorias esplácnicas propias de este 
modelo experimental (Moquillaza y cols., 2010). El incremento de la 
densidad intestinal de células cebadas en la colestasis extrahepática 
experimental podría participar en la regulación de la respuesta inmunológica 
esplácnica a la hipertensión portal, mediante la síntesis y liberación de 
múltiples citoquinas (García-Domínguez  y cols., 2010). Tras su activación, 
las células cebadas en el tracto gastrointestinal pueden liberar IL-1, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-16, IL-18, IL-25, TNF, factor estimulante 






de colonias de macrófagos-granulocitos (GM-CSF), péptido quimiotáctico de 
macrófagos (MCP-1), RANTES (regulated on activation of normal T cells-
expressed and secreted protein) y eotaxina ( Galli, 1990; He, 2004; Aller y 
cols., 2007b; Galli y cols., 2008; Bischoff, 2009). Esta profusión en la 
capacidad de síntesis de mediadores pro- y anti-inflamatorios  refuerza la 
hipótesis de la heterogeneidad funcional de las células cebadas. 
 Sin embargo, durante la evolución de la colestasis experimental se 
produce una alteración heterogénea de la distribución de citoquinas pro- y 
anti-inflamatorias esplácnicas. En esencia, aumenta la concentración de 
TNF-, IL-1 e IL-10 en el tracto gastrointestinal y ganglios linfáticos 
mesentéricos, en tanto se reduce a nivel hepático y no se demuestran 
concentraciones significativas esplácnicas (García-Domínguez y cols., 
2009). Se ha sugerido que la respuesta inflamatoria esplácnica que se 
desarrolla en la colestasis microquirúrgica experimental, por estar mediada 
por células cebadas y presentar incremento de las concentraciones 
esplácnicas de IL-4 e IL-10, podría ser considerada una respuesta de tipo 
Th2 (García-Domínguez y cols., 2009). En este supuesto, la respuesta 
inflamatoria esplácnica post-colestasis microquirúrgica experimental estaría 
mediada predominantemente por citoquinas de tipo Th2 (Ogasawara y cols., 
2006). Los hallazgos del presente trabajo experimental, confirman 
resultados previos y aportan datos que permiten caracterizar mejor dicha 
respuesta inflamatoria, en particular en el intestino delgado. Así, el 
incremento ileal de IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, MCP-1 y TGF-1 sugieren la 
existencia de una respuesta inflamatoria que podría estar protagonizada por 
células cebadas, las cuales ejercerían mediante la liberación de los citados 
mediadores, el reclutamiento y supervivencia de numerosas células 
inmunes, entre las que se incluirían granulocitos, monocitos/macrófagos y 
linfocitos. Asimismo, las células cebadas podrían modular el fenotipo y la 
función de dichas células inflamatorias reclutadas en el intestino 
(Theoharides y cols., 1982; Sarchio y cols., 2012). En particular,  
histamina, sintetizada, almacenada y liberada por las células cebadas, 
podría ejercer una función moduladora de la respuesta inmunológica 






intestinal ya que puede cambiar el balance Th1/Th2 mediante su acción en 
receptores de histamina linfocitarios (Ogasawara y cols., 2006). 
 En este modelo experimental de colestasis, la ictericia es también un 
factor importante en tanto que mediador de la respuesta inflamatoria. En 
particular, la bilirrubina posee numerosas propiedades bioquímicas y 
biológicas (Vitek y Schawertner, 2007). Bilirrubina ejerce una acción 
protectora contra el estrés oxidativo (Vitek y Schawertner, 2007), tiene 
propiedades antiapoptóticas y antimutagénicas (Bulmer y cols., 2007) y por 
último, es un potente inmunomodulador (Moseley, 1999). En un modelo de 
endotoxemia en el ratón se ha demostrado que una sola dosis de bilirrubina 
ejerce efecto antioxidante así como una intensa actividad anti-inflamatoria 
(Moseley, 1999). Por lo tanto, en el modelo experimental de colestasis 
extrahepática microquirúrgica no se debe excluir el importante efecto 
antioxidante e inmunomodulador que realizaría la bilirrubina, máxime en 
estadios evolutivos tardíos de este modelo experimental de colestasis. 
 En  el intestino de ratas colestásicas, MCP-1, IL-4 e IL-13 liberados 
por células cebadas, pueden atraer otras células inflamatorias como 
neutrófilos, eosinófilos, linfocitos y monocitos. A su vez, la liberación de IL-
13 puede ser potenciada por la presencia de IL-4, que es capaz de regular 
el fenotipo de las células cebadas induciendo la producción de citoquinas 
tipo Th2, entre las cuales se incluye IL-13 e IL-10 (Bischoff, 2009). MCP-
1/CCL-2 es una de las quimioquinas mejor estudiadas de las que se 
expresan por células inflamatorias y del estroma. En la enteropatía 
hipertensiva portal, las células endoteliales podrían producir MCP-1 
contribuyendo así a la atracción de monocitos, neutrófilos y linfocitos y 
facilitando la diapédesis de éstas células al espacio intersticial intestinal. A 
su vez, estas células infiltradas en el intersticio producirían mediadores 
inflamatorios que activarían a las células residentes intestinales y, por lo 
tanto, iniciarían y facilitarían la progresión de la respuesta inflamatoria en el 
tracto intestinal (Kolattukudy y Niu, 2012). Por lo tanto, interferir en la 
interacción entre MCP-1 con CCR2 puede ser un mecanismo beneficioso en 
la hipertensión portal ya que suprimiría la respuesta inflamatoria intestinal 
y, por esta razón, sus efectos sistémicos. En otros tipos de inflamación 






intestinal, como es la colitis ulcerosa, se ha demostrado también el 
incremento en la expresión de MCP-1mRNA y de su proteína en macrófagos, 
células musculares lisas y células endoteliales de la mucosa inflamada. Por 
esta razón, se ha propuesto el tratamiento de la enfermedad inflamatoria 
intestinal con un inhibidor de la síntesis de MCP-1 (Yadav y cols., 2010). 
 En la respuesta inflamatoria esplácnica, inducida por la hipertensión 
portal, la hipoxia puede desempeñar un protagonismo especial ya que 
podría activar los macrófagos causando la liberación de MCP-1 en la 
circulación. A su vez, MCP-1 puede inducir la degranulación perivascular de 
células cebadas. Entre los mediadores liberados por células cebadas las 
peptidasas causan activación del sistema renina-angiotensina, cuyo 
producto final es el octapéptido vasoactivo, angiotensina II (Caughey, 
2011). Las proteasas son el tipo de proteínas que con mayor abundancia 
producen las células cebadas. Al liberarse por degranulación, las proteasas 
de células cebadas, activarían la respuesta inflamatoria, estimularían la 
producción de angiotensina II y, por último, la liberación de aldosterona con 
ahorro de agua y sodio. Además la activación del sistema renina-
angiotensina, favorece las interacciones adhesivas entre el endotelio 
vascular y los leucocitos e incrementa la permeabilidad vascular (Chao y 
cols., 2011). Sin embargo, las proteasas también están implicadas en 
mecanismos anti-inflamatorios, así como en la resolución de la respuesta 
inflamatoria. Por lo tanto, la variedad de funciones de las proteasas de 
células cebadas, exige cautela, en la valoración de su acción patogénica en 
la respuesta inflamatoria esplácnica secundaria a hipertensión portal 
(Caughey, 2011). 
  La disminución de la concentración intestinal de IL-13 en las ratas 
con colestasis microquirúrgica tratadas con ketotifén se ha considerado un 
resultado sugerente de la actividad antiinflamatoria de este fármaco. La IL-
13 es una citoquina inmunoreguladora secretada por células Th2 activadas y 
posee funciones similares a IL-4. En este sentido IL-13 puede contribuir a 
perpetuar la respuesta tipo 2, por varios mecanismos, como por ejemplo 
induciendo la expresión de quimioquinas que atraen a linfocitos Th2, o 
produciendo la liberación de adenosina e histamina que, a su vez, 






estimularían a células cebadas en la producción de más IL-13. Otros efectos 
de IL-13 atañen a las células del epitelio intestinal ya que se ha descrito su 
implicación en la hiperplasia de células caliciformes (Fushiotti, 2011). 
 En la enteropatía por hipertensión portal, la hipoxia de la mucosa 
intestinal induce la expresión de factor inducible de hipoxia (HIF)-1 que 
constituye un factor de alarma para inducir la inflamación, aunque también 
promueve su resolución (Colgan y Taylor, 2010). La hipoxia inhibe HIF-
hidrolasas, inhibiendo a su vez la degradación de HIF-1 y, por tanto, 
favorece su estabilización (Aragonés y cols., 2008). En la enteropatía 
hipertensiva portal, se ha sugerido que la redistribución del flujo sanguíneo 
produciría, mediante un proceso de isquemia-revascularización, aumento de 
la permeabilidad endotelial y oxidación que causaría edema intersticial (Aller 
y cols., 2007a). Numerosos mediadores de células cebadas incluyendo IL-4, 
IL-13, histamina y proteasas neutras podrían participar en la producción de 
edema parietal intestinal (Galli  y cols., 2008). A su vez, ketotifén, al 
reducir el componente inflamatorio intestinal de tipo 2, mediante la 
inhibición de la degranulación de células cebadas, favorecería el flujo 
sanguíneo mucoso intestinal, disminuiría el grado de edema e inhibiría la 
traslocación bacteriana, contribuyendo así a la disminución de la intensidad 
de la respuesta inflamatoria tanto esplácnica como sistémica. 
 Las células cebadas también podrían realizar una función mediadora 
en la remodelación intestinal secundaria a la insuficiencia hepática crónica 
colestásica experimental. En esta respuesta remodeladora participaría el 
parénquima, representado por el epitelio intestinal, y el estroma, 
constituido por el tejido conectivo y las estructuras vásculo-nerviosas. 
Respecto del epitelio, se ha demostrado que la hipertensión portal induce la 
hiperplasia de las células caliciformes productoras de moco (Corcuera y 
cols., 2005; Sánchez-Patán y cols., 2006). La hipersecreción de mucosa 
intestinal secundaria a la hipertensión portal podría tener también 
características defensivas para el organismo, en tanto que, componente de 
la barrera mucosa intestinal. Además las células caliciformes secretan en la 
luz intestinal péptidos que protegen el epitelio intestinal de la agresión y 
promueven su reparación (Blikslager  y cols., 2007). 






 Estudios previos en un modelo de hipertensión portal prehepática en 
la rata, han demostrado que ketotifén reduce la presión portal, la 
concentración de quimasa (rat mast cell protease tipo II, RMCP-II) en los 
ganglios linfáticos mesentéricos y el número de células cebadas 
degranuladas en el ciego. En este experimento ketotifén, fue administrado 
por vía subcutánea incluido en microesferas de polímeros, el día previo a la 
producción de hipertensión portal y los animales fueron sacrificados a las 48 
h de evolución postoperatoria (Sánchez-Patán y cols., 2008). Estos 
resultados sugieren que la profilaxis antiinflamatoria con ketotifén es eficaz 
respecto de algunas de las alteraciones precoces que produce la 
hipertensión portal. 
 Se ha considerado por algunos autores que el incremento inicial de la 
presión portal tras realizar la estenosis de la vena porta, podría tener unos 
efectos permanentes en el desarrollo de la hipertensión portal (Geraghty y 
cols., 1989). Esta hipótesis ha sido avalada por experimentos que 
demuestran que la administración de propranolol, clonidina y octreótido 
antes de realizar la ligadura parcial portal es capaz de prevenir algunas de 
las alteraciones de la hipertensión portal (Lee y cols., 1993; Lin y cols., 
1996). Ulteriormente, al demostrarse la implicación de mecanismos 
inflamatorios en la producción del síndrome hipertensivo portal 
experimental (Aller y cols., 2005b) se ha pretendido demostrar la citada 
hipótesis mediante la administración, previa a la producción de hipertensión 
portal, de fármacos antiinflamatorios. Así, la administración profiláctica del 
corticosteroide budesonida, reduce el edema peripancreático 
retroperitoenal, el exudado peritoneal, la hipoproteinemia y la 
hipoalbuminemia precoz en ratas con ligadura estenosante portal (Vega de 
Ceniga y cols., 2003). Estos experimentos se realizaron en periodos 
evolutivos precoces, esto es entre 24 y 48 h del postoperatorio, ya que en 
esta fase aún no se ha desarrollado la circulación colateral porto-sistémica 
y, por tanto, la intensidad de la hipertensión portal es máxima. Sin 
embargo, el presente trabajo también sugiere que los efectos iniciales de la 
hipertensión portal pueden ser aminorados actuando sobre aquellos 
mecanismos inflamatorios que determinaron su cronicidad  entre los que se 






encontrarían los protagonizados por las células cebadas. Así,  tras la 
producción de hipertensión portal la íntima asociación entre estas células 
inflamatorias y los epitelios y endotelios, las hacen elementos idóneos para 
desencadenar las alteraciones  tanto iniciales   como las que se producen a 
largo plazo, lo que explicaría su efecto terapéutico beneficioso tras su 
administración temporal una vez instaurada en toda su  magnitud las 
complicaciones que son propias  de la hipertensión portal. 
 Los resultados obtenidos demuestran el efecto beneficioso de 
ketotifén, con disminución de la presión portal, de la ascitis y de la 
hepatomegalia, asociada a una posible disminución de la fibrosis hepática 
asociada a este  fármaco. Asimismo, esta acción terapéutica del ketotifén, 
permite ser atribuida a la inhibición del mecanismo patogénico que poseen 
las células cebadas, tanto en la producción de hipertensión portal y ascitis, 
como de fibrosis colestásica. 
 La actuación de ketotifén en la colestasis experimental también 
implicaría la modulación del eje sistema nervioso-célula cebada y, por lo 
tanto, de la inflamación neurogénica asociada a la hipertensión portal. 
Además, en el intestino la estimulación de los receptores nerviosos 
sensitivos y de las células inflamatorias incluyendo las células cebadas, es el 
origen de una información que se procesa en el sistema nervioso entérico. 
El resultado es la interpretación de las señales inflamatorias elaborando un 
comportamiento secretor y peristáltico que altera la flora bacteriana 
intestinal así como la función de la barrera intestinal (Sansonetti, 2008). Por 
lo tanto, ketotifén, por su acción antiinflamatoria, similar a la que se ha 
descrito en procesos alérgicos, podría reducir la degranulación de células 
cebadas intestinales, aminorando su componente inflamatorio neurogénico 
y ejerciendo una actividad defensiva de la barrera mucosa intestinal por un 
mecanismo neuroinmunológico central. 
 IL-10 descrita originalmente como un factor inhibidor de secreción, es 
producida por células T CD4+ y entre sus funciones principales destacan su 
capacidad para suprimir la secreción de citoquinas pro-inflamatorias, como 
por ejemplo IL-2, TNF- e interferon- (Pestka y cols., 2004). En la 






actualidad, IL-10 se considera una citoquina con gran poder anti-
inflamatorio. Esta capacidad para limitar la intensidad de la respuesta 
inmunológica se pretende utilizar con fines terapéuticos. Así, en procesos 
inflamatorios intestinales se considera que el aumento de la producción de 
IL-10 atenuaría la respuesta inflamatoria y protegería a la mucosa (Emami 
y cols., 2012). Sin embargo, en la hipertensión portal colestásica  IL-10 
aumenta en el íleon en tanto que disminuye en el hígado, en tanto que 
ketotifén no influye respecto de sus concentraciones esplácnicas. Estos 
resultados no excluyen la acción anti-inflamatoria de ketotifén aplicada a IL-
10 ya que dependiendo de la combinación existente entre esta interleuquina  
y otros mediadores de la respuesta Th2 como son IL-4 e IL-13, se obtendría 
dicho efecto. Por esta razón, quizá ketotifén reduce las concentraciones de 
IL-4 e IL-13 en el parénquima hepático. Asimismo, IL-22 una citoquina de 
la familia IL-10, ejerce una acción protectora contra los mediadores 
proinflamatorios en las respuestas inflamatorias intestinales, estimulando a 
las células epiteliales para que produzcan proteínas antibacterianas que 
protejan la barrera mucosa intestinal. Mediante estas funciones beneficiosas 
IL-22 se ha demostrado que contribuye a la mejoría de diversos tipos de 
colitis crónica experimental (Mizoguchi, 2012; Akdis, 2012). 
 Se podría considerar que en la hipertensión portal secundaria a 
colestasis extrahepática microquirúrgica, las células cebadas intestinales 
efectuarían un importante efecto patogénico en las distintas fases evolutivas 
de la enteropatía hipertensiva portal. En sus fases iniciales podrían 
participar en la producción de estasis vascular con hipoxia por redistribución 
del flujo sanguíneo en la pared intestinal y, en particular, en la mucosa y 
submucosa, ocasionando fenómenos de isquemia-revascularización que, a 
su vez, causarían estrés oxidativo y nitrosativo con edema intersticial, 
aumento de la expresión de quimioquinas y reclutamiento de leucocitos. A 
su vez, la respuesta inflamatoria intestinal favorecería el reclutamiento y 
proliferación de células cebadas con la subsiguiente producción de factores 
de crecimiento (TGF-1 y VEGF) que a largo plazo remodelarían la pared 
intestinal. A su vez en estadios  avanzados persistiría la respuesta 
inflamatoria, si bien protagonizada por la angiogénesis que sería la causante 






del gran desarrollo de la circulación colateral porto-sistémica, así como de la 
vasculopatía venosa mesentérica y de la angiopatía intestinal. En este caso, 
el tratamiento con ketotifén a partir de la sexta semana del postoperatorio, 
al reducir la respuesta inflamatoria crónica modularía este tipo de  
respuesta inflamatoria  y en consecuencia aminoraría la remodelación 
intestinal y en particular, la angiogénesis característica de esta enteropatía 
y del resto de las complicaciones secundarias a este proceso proliferativo 
(Fernández y cols., 2005), favoreciendo así el mantenimiento de la 
integridad de la barrera mucosa intestinal, moderando la intensidad de la 
circulación hiperdinámica esplácnica y sistémica, reduciendo la circulación 
colateral y posiblemente la formación de ascitis (Fernández  y cols., 2009). 
Los resultados del presente trabajo no excluyen el efecto beneficioso de las 
células cebadas en la patología intestinal secundaria a la colestasis 
extrahepática experimental. Por lo tanto, la acción anti-inflamatoria de 
ketotifén no excluye que actuando en subpoblaciones proinflamatorias de 
células cebadas, induzca la expresión de subpoblaciones inductoras de 
tolerancia y, por tanto, la tendencia a la resolución de la inflamación y la 
homeostasis. 
 La disminución del volumen ascítico en las ratas colestásicas tratadas 
con ketotifén, sugiere la existencia de un mecanismo inflamatorio mediado 
por células cebadas en la patogenia de la ascitis. La ascitis es una grave 
complicación de las hepatopatías (Dong, 2008; Gordon, 2012; Rahimi y 
Rockey, 2012). En las ratas con colestasis extrahepática se inicia a las 4 
semanas del postoperatorio y se asocia  a traslocación bacteriana intestinal 
con endotoxemia y respuesta inflamatoria sistémica (Assimakopoulos y 
Vagianos 2009). Ya que ha sido propuesta la hipótesis de la implicación de 
células cebadas en la producción de ascitis en la hipertensión portal 
experimental secundaria a colestasis extrahepática (Aller y cols., 2010e) en 
el presente trabajo se estudiaron las concentraciones de CGRP (Calcitonin 
gene-related peptide) e IL-13, en el líquido ascítico de las ratas con 
colestasis extrahepática microquirúrgica y su variación tras tratamiento con 
ketotifén. Los resultados demuestran que la estabilización de células 






cebadas reduce las concentraciones de ambos mediadores en el líquido 
ascítico. 
 IL-13 desempeña una importante acción en la respuesta inmune 
mediada por células Th2 (Price y cols., 2010). Así, el incremento de IL-13 
se ha descrito en sangre periférica, esputo y líquido de lavado 
broncoalveolar de pacientes asmáticos (Brightling y cols. 2009). Aunque 
varios tipos de células pueden producir IL-13 en la respuesta inflamatoria 
de tipo 2, son las células cebadas su origen principal (Price y cols. 2010; 
Zhang y cols. 2010a). En las hepatopatías crónicas con fibrosis o cirrosis, 
IL-6 estimula la producción de IL-13 por células cebadas (Zhang y cols. 
2010b; Wiest y cols. 2010). Por lo tanto, en las ratas con fibrosis hepática 
post-colestasis IL-6 podría estimular la liberación de IL-13 por células 
cebadas localizadas en la inmediación de vasos sanguíneos sub-
mesoteliales. A su vez, la administración de ketotifén al estabilizar las 
células cebadas inhibiría su producción, así como su participación en la 
respuesta inflamatoria de tipo 2, causante de ascitis (Casella  y cols., 
2011).  
 CGRP también presenta elevadas concentraciones plasmáticas en 
pacientes con hepatopatías crónicas (Gupta y cols. 1992). Su incremento en 
el líquido ascítico de las ratas con colestasis y su disminución tras el 
tratamiento con ketotifén, sugiere que su producción podría estar 
protagonizada por células cebadas. Las células cebadas peritoneales pueden 
inducir la liberación de CGRP por los nervios sensitivos (Kaur y cols., 2009) 
favoreciendo el aumento de flujo sanguíneo peritoneal, el aumento de la 
permeabilidad vascular y, por último, el desarrollo de ascitis en las ratas 
colestásicas 
 La eficacia del tratamiento con ketotifén en la disminución de IL-13 y 
CGRP en el líquido ascítico de ratas con colestasis extrahepática 
microquirúrgica, sugiere que en la producción de la ascitis participarían las 
células mediantes, quizá causando una respuesta inflamatoria mediada por 
células Th2. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el tratamiento con 






estabilizadores de células cebadas podría constituir un tratamiento eficaz de 
la ascitis secundaria a insuficiencia hepática crónica e hipertensión portal. 
 En conclusión, los resultados obtenidos en el presente trabajo 
experimental permiten concluir que el fármaco ketotifén ejerce un efecto 
beneficioso mediante su administración temporal en la hipertensión portal 
colestásica en periodos evolutivos avanzados. Ulteriores estudios serán 
necesarios para complementar los obtenidos y caracterizar con mayor 
precisión la participación de las células cebadas en la producción de 
patología esplácnica secundaria a colestasis  extrahepática, aunque su 
remisión parcial tras el tratamiento temporal con ketotifén  sugiere que 
desempeñan un papel protagonista, en cuyo caso el tratamiento con 
inhibidores de la degranulación y síntesis de mediadores pro-inflamatorios 
por las células cebadas puede ser en el futuro una solución terapéutica 
aplicable al ser humano. 
 






























1. La colestasis extrahepática microquirúrgica experimental en la rata, 
se agrava a partir de la sexta semana del postoperario y  empeora 
por tanto  las alteraciones secundarias  a  la hipertensión portal 
asociada a la insuficiencia hepática crónica, como son la ascitis, la 
circulación colateral con vasculopatía venosa mesentérica, la 
hepatomegalia con fibrosis, la esplenomegalia y el hipogonadismo. 
 
2.  El tratamiento con ketotifén, un fármaco estabilizador de las células 
cebadas, en las ratas con colestasis desde la sexta semana de 
evolución postoperatoria reduce el grado de insuficiencia hepática, así 
como las complicaciones propias de este tipo de hipertensión portal 
colestásica, como son la ascitis, la esplenomegalia, la atrofia 
testicular, la circulación colateral portosistémica y la vasculopatía 
venosa mesentérica. 
 
3. El incremento esplácnico de las concentraciones de proteína 
quimiotáctica de macrófagos, factor tumoral de necrosis  y factor de 
crecimiento de endotelio vascular propio de las ratas con colestasis 
extrahepática se reduce mediante el tratamiento con ketotifén. 
Asimismo, este tratamiento disminuye las concentraciones hepáticas 
de  interleuquina-4, interleuquina-13, interleuquina-17A y factor de 
crecimiento transformador beta. 
 
4. El ketotifén,  reduce en el líquido ascítico  la concentración de 
interleuquina 13 y  de péptido relacionado con el gen de la 
calcitonina, que son potenciales mediadores inflamatorios  de las 
células cebadas.  
 






5. Los efectos beneficiosos del tratamiento con ketotifén en la colestasis 
extrahepática experimental sugieren la implicación de las células 
cebadas en su patogenia y por lo tanto fundamentan ulteriores 
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